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RESUMO 

 

O câncer de pele é o de maior incidência dentre todos os tipos de neoplasias e a 

tendência é o aumento crescente do número de novos casos nas próximas décadas, 

tornando necessárias novas modalidades e opções de tratamento. O agente quimio-

terápico imiquimode é utilizado no tratamento da doença, mas a elevada ocorrência 

de efeitos adversos locais e sistêmicos associados ao seu uso bem como sua baixa 

permeação cutânea prejudicam a adesão e a efetividade terapêutica, respectiva-

mente. O objetivo do presente trabalho foi comparar a atividade quimiopreventiva do 

imiquimode veiculado em nanocápsulas com a da sua forma comercial, em modelo 

murino de câncer de pele. Nanocápsulas poliméricas contendo o imiquimode, na 

ausência e presença de revestimento de quitosana, foram obtidas pela técnica de 

precipitação do polímero pré-formado e caracterizadas quanto à eficiência de encap-

sulação, ao tamanho, ao potencial zeta, ao pH, à morfologia (microscopia eletrônica 

de transição e varredura), à espectrofotometria de varredura óptica e à liberação in 

vitro através de membrana de diálise em tampão pH 5,6. A presença de interações 

entre componentes da formulação foi avaliada por meio de análises termogravimé-

tricas e por espectroscopia na região do infravermelho. A detecção de estruturas 

cristalinas nas formulações foi realizada por difratometria de raios X. A atividade 

antiangiogênica das nanocápsulas obtidas, bem como da formulação comercial do 

imiquimode, foi determinada em modelo de membrana corioalantoica de embrião de 

galinha. A permeação cutânea das nanopartículas e do imiquimode comercial foi 

determinada em camundongos Swiss. A atividade quimiopreventiva das 

nanocápsulas obtidas e a do imiquimode comercial foi avaliada por meio da inibição 

tumoral promovida por esses tratamentos em modelo de carcinogênese química em 

camundongos Swiss. A eficiência de encapsulação, o diâmetro médio, o potencial zeta 

e o pH das nanocápsulas não revestidas contendo imiquimode foram respectivamente 

de 92,5% ± 0,4; 249 ± 22,4 nm; -40,1 mV ± 3,7 e 5,4 ± 0,01. Enquanto que, para as 

nanocápsulas com recobrimento catiônico os parâmetros encontrados foram 

88,6 ± 2,3%; 287,0 ± 12,6 nm; +11,3 ± 0,5 mV e 3,7 ± 0,0, respectivamente. A 

morfologia das formulações, obtida pelas imagens de microscopia eletrônica de 

varredura e de transmissão, confirmou a presença de nanocápsulas. Nas análises de 

estabilidade por espectrofotometria de varredura óptica (Turbiscan), todas as 

dispersões obtiveram variação de retroespalhamento inferior a 2%, no período de 

cinco semanas, sendo consideradas estáveis. No ensaio de liberação in vitro, as 

nanopartículas contendo imiquimode obtiveram liberação mais lenta do fármaco 

comparativamente ao imiquimode livre (em solução) e ao imiquimode comercial. 

Foram verificadas interações entre a quitosana e os demais componentes das 

formulações nos estudos termogravimétricos e na espectroscopia na região do 

infravermelho. Não foi detectada presença de estrutura cristalina com emprego da 

técnica de difratometria de raios X para a formulações contendo imiquimode com e 

sem revestimento. A dispersão de nanocápsulas contendo imiquimode apresentou 

atividade antiangiogênica superior à da formulação comercial em modelo de 
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membrana corioalantoica de embrião de galinha. As nanocápsulas contendo imi-

quimode com e sem revestimento apresentaram permeação cutânea em camadas 

profundas da pele e inibição no processo de carcinogênese quimicamente induzido 

superior à do grupo-controle tumoral e à dos grupos tratados com nanopartículas 

placebo, enquanto a formulação comercial apresentou retenção do fármaco em 

camadas mais superficiais da pele e não obteve redução estatisticamente significativa 

no número de papilomas formados em relação ao controle cancerígeno. Esses 

resultados permitem concluir, portanto, que nanocarreadores estáveis foram obtidos 

e que a atividade quimiopreventiva e o efeito antiangiogênico desses sistemas 

representam uma alternativa promissora para o tratamento de neoplasias cutâneas.  

Palavras-chaves: câncer de pele; nanopartículas; imiquimode; atividade anti-
angiogênica; quimioprevenção. 
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ABSTRACT 

 

Skin cancer has the highest incidence among all types of neoplasms and the tendency 
is the increasing number of new cases in next decades, wich makes necessary new 
modalities and treatment options. Chemotherapeutic agent imiquimod is used in 
treatment of disease, but the high occurrence of local and systemic adverse effects 
associated with its use as well as its low skin permeation impair adherence and 
therapeutical effectiveness, respectively. The aim of the present work was evaluate 
the antitumor activity of nanocapsules imiquimod-loaded compared to its commercial 
product in murine model of skin cancer. Polymeric nanocapsules containing 
imiquimod, in the absence and presence of chitosan coating, were obtained by the 
precipitation of preformed polymer technique and characterized by encapsulation 
efficiency, size, zeta potential, pH, morphology (transmission electron microscopy and 
scanning), optical scanning spectrophotometry and in vitro release through dialysis 
membrane in pH 5.6 buffer. Presence of chemical interactions between formulation 
components was evaluated by thermogravimetric analysis and infrared spectroscopy. 
Detection of crystalline structures was performed by X-ray diffractometry. The 
nanocapsules and commercial imiquimod formulation antiagiogenic activity was 
determined in a chicken embryo chorioallantoic membrane model. Cutaneous 
permeation of nanocapsules imiquimod-loaded and commercial imiquimod was 
determined in Swiss albino mice. The chemopreventive activity of colloidal dispersions 
and the commercial imiquimod was evaluated through the tumoral inhibition promoted 
by these treatments in a multi-stage model of chemical carcinogenesis in Swiss mice. 
Encapsulation efficiency, mean diameter, zeta potential and pH of uncoated 
nanocapsules imiquimod-loaded were 92.5% ± 0.4; 249 ± 22.4 nm; -40.1 mV ± 3.7 and 
5.4 ± 0.01 respectively, whereas for nanocapsules with cationic coating the parameters 
found were: 88.6 ± 2.3%; 287.0 ± 12.6 nm; + 11.3 ± 0.5 mV and 3.7 ± 0.0, respectively. 
The formulations morphology obtained by scanning and transmission electron 
microscopy images confirmed the presence of nanocapsules. In the stability analysis 
by optical scanning spectrophotometry (Turbiscan), all dispersions obtained a 
backscattering variation less than 2% over 5 weeks and were considered stable. In the 
in vitro release assay, imiquimod-loaded nanoparticles obtained slower release of the 
drug compared to free and commercial imiquimod. There were chemical interactions 
between chitosan and other formulation components evaluated by thermogravimetric 
and infrared studies. No crystalline structure was detected by the X-ray diffraction 
technique for the coated and uncoated imiquimod formulation. The dispersion of 
nanocapsules containing imiquimod presented antiangiogenic activity superior than 
commercial formulation in chicken embryo chorioallantoic membrane model. 
Nanocapsules containing imiquimod both uncoated and coated with chitosan 
presented cutaneous permeation in deep layers of the skin and inhibition in the 
chemically induced carcinogenicity process superior than tumor control group and 
groups treated with placebo nanoparticles while the commercial formulation presented 
retention of the drug in superficial layers of the skin and did not obtain a statistically 
significant reduction in the number of papillomas formed compared to the carcinogenic 
control. These results allow to conclude, therefore, that stable nanocarreadores were 
obtained and the chemopreventive activity and the antiangiogenic effect of these 
systems represent a promising alternative for the treatment of cutaneous neoplasias. 

Key words: skin cancer; nanoparticles; imiquimod; antiangiogenic activity; 
chemoprevention. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O câncer de pele, tanto o tipo melanoma como não melanoma, é o de maior 

incidência dentre todos os tipos de câncer e a tendência é o aumento crescente do 

número de novos casos nas próximas décadas (SHARMA et al., 2016). Isso se deve 

principalmente às mudanças ambientais, no estilo de vida da população e ao fato de 

que o epitélio é cronicamente exposto à carcinógenos como fumaça de tabaco, 

substâncias químicas e radiação solar que configuram as principais causas no 

desenvolvimento da doença (SAINI et al., 2010; SHARMA et al., 2016). 

Inúmeras opções terapêuticas estão disponíveis para o tratamento de neopla-

sias cutâneas (AGUAYO-LEIVA et al., 2010), incluindo a excisão simples, cirurgia mi-

crográfica de Mohs, crioterapia, curetagem, laser, radioterapia, terapia fotodinâmica, 

imunoterapia e quimioterapia (OLDFIELD et al., 2005; SAVOIA et al., 2016). 

Apesar do elevado número de alternativas e dos avanços nas terapias de neo-

plasias epiteliais (SHARMA et al., 2016), falhas nos resultados clínicos são recorren-

tes além do alto custo desses tratamentos (SHAN et al., 2016). Nessas condições, a 

quimioprevenção, ou seja, o uso de produtos que auxiliem na prevenção ou inibição do 

desenvolvimento de lesões tumorais, é uma estratégia promissora (SAINI et al., 2010). 

Um grande número de compostos tem sido avaliado quanto a sua atividade 

quimiopreventiva, sendo desejável que tais componentes tenham baixa toxicidade, 

efeitos adversos reduzidos ou ausentes, sejam efetivos em baixas dosagens e de fácil 

administração (PENNY et al., 2015). 

O imiquimode (Imq) da classe das imidazoquinolinas, é um composto imuno-

modulador e foi aprovado pelo FDA em 2004 em formulação de uso tópico para o 

tratamento de carcinoma basocelular superficial (MACEDO et al., 2007). No entanto, 

estudos realizados demonstram também o potencial do Imq, no tratamento de outros 

tipos de lesões cutâneas, como lentigo maligno (HYDE et al., 2012); hemangiomas 

(McCUAIG et al., 2009) e metástases cutâneas de câncer de mama (ADAMS et al., 

2012) dentre outras. 

Apesar das vantagens do uso tópico do medicamento contendo Imq como 

facilidade de aplicação pelo paciente, de ser menos doloroso e dispensioso que pro-

cessos cirúrgicos e de sua eficácia terapêutica (LACARRUBA et al., 2008), existem 
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algumas limitações associadas ao uso do Imq creme. Dentre essas estão efeitos 

adversos que podem prejudicar a adesão dos pacientes ao tratamento (KARVE et al., 

2008) e sua baixa permeação cutânea, essencial para que o fármaco atinja as células 

epidermais e exerça sua atividade antitumoral (TELÒ et al., 2016). 

Em estudo realizado por Karve et al. (2008), mais de 50% dos pacientes trata-

dos com Imq creme reportaram pelo menos um evento adverso durante o período do 

estudo, sendo os mais comuns reações no local do tumor (coceira, ardor, irritação, 

sensibilidade e hipopigmentação). Outros efeitos adversos também observados foram 

eritema, erosões, pústulas, edema, endurecimento e descamação da pele (KARVE et 

al., 2008). 

Em outro trabalho, o fluxo da permeação cutânea do Imq à 0,1% em ensaio in vitro 

utilizando pele de camundongo e de porco foi de apenas 0,1 e 0,002 µg/cm2/hora do 

fármaco, respectivamente, sendo que o fluxo considerado capaz de promover benefí-

cios terapêuticos no uso clínico é de 0,79 µg/cm2/hora. Para que se atinja a permea-

ção desejada torna-se necessário prolongar o período de tratamento ou aumentar a 

frequência de aplicação, o que leva invariavelmente ao aumento de efeitos adversos 

e descontinuação da terapia (LEE et al., 2011).  

Visando a melhora da permeação cutânea do Imq, redução dos efeitos adver-

sos e consequente aumento da adesão dos pacientes ao tratamento, a veiculação do 

fármaco em sistemas nanoestruturados, como lipossomas, nanoemulsões e nanopar-

tículas poliméricas pode ser uma alternativa. Esses sistemas permitem a liberação 

controlada do fármaco, podem protegê-lo contra a degradação em seu sítio ativo e 

também aumentar sua concentração intracelular nas células-alvo, reduzindo os efeitos 

adversos e melhorando sua eficácia (KAIREMO et al., 2008; SEVERINO et al., 2013; 

TELÓ et al., 2016). 

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo a incorporação do Imq 

em nanopartículas poliméricas para uso tópico, caracterização físico-química, deter-

minação da ação antiangiogênica da formulação desenvolvida e avaliação da 

atividade quimiopreventiva desse sistema em modelo químico de carcingênese 

cutânea. A análise desses parâmetros foi realizada comparativamente ao Imq 

comercial. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 ANATOMIA E FISIOLOGIA DA PELE 

2.1.1 Pele  

Com uma área superficial de cerca de 2 m2 em um adulto de porte médio, a 

pele é o maior órgão dos seres humanos (HWA et al., 2011; HIRSCHBERG et al., 

2015) e possui papel essencial na defesa do corpo contra agentes externos além de 

prevenir a perda de água, de eletrólitos e de auxiliar no controle da temperatura corpo-

ral (HWA et al., 2011). Sua espessura e presença de anexos como glândulas sebá-

ceas, sudoríparas e folículos pilosos podem variar de acordo com a região anatômica 

e de indivíduo para indivíduo (GABORIAU; MURAKAMI., 2001; JEPPS et al., 2013).  

A pele pode ser dividida em duas camadas principais: a epiderme e a derme 

(Figura 1). A epiderme é a camada mais superficial deste órgão e é majoritariamente 

composta por queratinócitos (cerca de 80%) além de melanócitos, células de 

Langerhans e células de Merkel. Esta camada da pele pode ainda ser dividida em 

quatro subcamadas constituídas por queratinócitos em diferentes estados de diferen-

ciação: stratum basale, stratum espinosum, stratum granulosum e stratum corneum 

(GABORIAU; MURAKAMI., 2001). 

Logo abaixo da epiderme encontra-se a derme que abriga os vasos sanguíneos 

e linfáticos, terminações nervosas e também apêndices cutâneos (JEPPS et al., 2013). 

A derme é constituída por células como os fibroblastos, células dendríticas dérmicas 

(DDC), mastócitos, monócitos e macrófagos e também componentes extracelulares, 

como colágeno e fibras elásticas (VENUS et al., 2011; BARCAUI et al., 2015). 
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Figura 1 – Anatomia e camadas da pele. 

 
 

Fonte: adaptada de Mescher (2009). 

2.1.1.1 Epiderme, derme e anexos cutâneos 

A camada mais profunda da epiderme denominada estrato basal, também pode 

ser chamada de estrato germinativo devido a sua elevada capacidade proliferativa 

(Figura 2). Além de queratinócitos, nessa camada encontram-se também melanócitos 

e células de Merkel. Os queratinócitos são células ricas em queratina e filagrina que 

possuem função estrutural além de conferir resistência ao tecido epitelial (HWA et 

al.,  2011). Os melanócitos são células arredondadas com longos prolongamentos que 

produzem melanina (MONTANARI., 2016). Já as células de Merkel possuem seme-

lhanças com receptores celulares sensoriais e formam junções sinápticas com termi-

nações nervosas aferentes sendo consideradas receptores táteis (MAKSIMOVIC et 

al., 2014; MONTANARI., 2016). 

Na camada superior ao estrato basal ou estrato espinhoso, encontram-se tam-

bém as células de Langerhans. Essas células apresentam antígenos aos Linfócitos T 

presentes na própria epiderme ou nos linfonodos próximos iniciando assim a resposta 

imunológica (MONTANARI., 2016). 
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Figura 2 – Anatomia e camadas da epiderme. 
 

 
Fonte: adaptada de Mescher (2009).  

Acima do estrato espinhoso, encontra-se o estrato granuloso no qual os querati-

nócitos passam a sintetizar proteínas envolvidas no processo de queratinização 

celular (involucrina, loricrina e filagrina) que impedem o transporte de nutrientes para 

as células do estrato subsequente denominado estrato córneo. Desse modo, os 

queratinócitos dessa camada se degeneram e seu núcleo e organelas citoplasmáticas 

são digeridos por enzimas lisossômicas formando células achatadas e anucleadas 

denominadas corneócitos (VENUS et al., 2011; JEPPS et al., 2013; MONTANARI., 

2016). 

Os corneócitos são ricos em proteínas que estão imersas em uma matriz lipí-

dica e compreendem uma rede de filamentos de queratina (JEPPS et al., 2013). Esta 

estrutura organizada e densa é a principal responsável pela eficácia da estrato córneo 

como barreira físico-química, tanto contra a permeação de compostos exógenos na 

pele, quanto para a difusão de compostos endógenos além de ser a principal barreira 

contra a perda de água (HIRSCHBERG et al., 2015). 

Logo abaixo da epiderme encontra-se a derme (Figuras 1 e 2), que pode atingir 

até 5 mm de profundidade de acordo com a região anatômica (VENUS et al., 2011). 

A principal célula da derme é o fibroblasto que sintetiza colágeno e elastina. Também 
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estão presentes na derme células apresentadoras de antígenos, mastócitos e histió-

citos (VENUS et al., 2011), envolvidas na resposta imunológica à agentes “estranhos” 

à pele. 

Além de estruturas celulares, a derme abriga vasos sanguíneos e linfáticos, 

terminações nervosas bem como apêndices cutâneos como folículos pilosos, glându-

las sebáceas e glândulas sudoríparas (JEPPS et al., 2013). 

Os folículos pilosos são invaginações da epiderme que chegam até a região da 

derme ou da hipoderme e estão presentes em quase toda superfície corporal. O 

folículo piloso é formado pelas bainhas radiculares interna e externa e pela bainha 

dérmica, mais externa, localizada no bulbo piloso (VENUS et al., 2011; OVALLE; 

NAHIRNEY., 2014; MONTANARI., 2016). Ancorada à bainha dérmica encontram-se 

também as glândulas sebáceas. Estas sintetizam ácidos graxos e ésteres de cera que 

desembocam no folículo piloso e lubrificam tanto a pele como os pêlos (MONTANARI., 

2016).  

As glândulas sudoríparas também se formam através de invaginações da 

epiderme e estão amplamente distribuídas na superfície cutânea regulando a tempe-

ratura corporal em virtude da evaporação do suor, que promove o resfriamento da 

superfície cutânea (MONTANARI., 2016). 

2.2 ADMINISTRAÇÃO TÓPICA DE MEDICAMENTOS 

A elevada área superficial da pele a torna uma rota potencial para veiculação 

de substâncias terapêuticas através da administração tópica (GOYAL et al., 2016). 

Como vantagens, a via tópica evita o metabolismo hepático de primeira passagem de 

fármacos, comum para medicamentos utilizados por via oral; apresenta efeitos colate-

rais reduzidos; é uma forma não invasiva e indolor de administração, se comparada 

com as injeções parenterais e é conveniente para o paciente já que a aplicação pode 

ser realizada pelo mesmo (PRIYANKA; SINGH., 2014; VITORINO et al., 2015; PHAM 

et al., 2016).  

Apesar das vantagens, características como idade, local de aplicação, etnia, 

gênero, integridade, hidratação da pele e propriedades físico-químicas da substância 

aplicada afetam diretamente a permeação e penetração cutânea e devem ser levadas 



 

 

7 

em consideração no desenvolvimento de novos produtos (CHORILLI et al., 2007; 

VITORINO et al., 2015).  

A administração tópica pode também ter como finalidade efeitos locais ou 

sistêmicos (MARTINS; VEIGA., 2002). Quando o objetivo é a ação local do produto, 

como ocorre no caso de protetores solares, antissépticos, anti-inflamatórios e outros 

produtos dermatológicos, o fármaco deverá ser distribuído e manter-se principalmente 

na epiderme e na derme. Já quando o intuito é a obtenção de efeitos sistêmicos como 

no caso de adesivos transdérmicos, a substância terapêutica deverá atravessar o 

epitélio e atingir os vasos sanguíneos (GOYAL et al., 2016).  

2.2.1 Vias de absorção cutânea  

Existem duas rotas principais de permeação através da pele: a transepidermal 

e a transanexial (CHORILLI et al., 2007), representadas na Figura 3. A via transepi-

dermal ocorre através do estrato córneo (EC), considerado a barreira limitante da 

absorção cutânea e pode ser classificada em intercelular ou transcelular (EL 

MAGHRABY et al., 2008; JEPPS et al., 2013; VITORINO et al., 2015). 

Figura 3 – Vias de absorção cutânea para fármacos de uso tópico. 

 
Fonte: adaptada de Palmer e DeLouise (2016). 

A via intercelular ocorre através da matriz lipídica do EC e mesmo apresen-

tando uma área superficial disponível reduzida e de ser uma rota tortuosa, essa é a 

principal forma de permeação da maioria dos compostos (EL MAGHRABY et al., 

2008). Já a rota intracelular, apesar de mais direta (VITORINO et al., 2015), o medica-
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mento aplicado deve atravessar não só a matriz lipídica da camada córnea, mas, tam-

bém, penetrar no ambiente intracelular dos corneócitos o que requer partições conse-

cutivas entre meios hidrofílico e lipofílico (JEPPS et al., 2013). A permeação por essa 

via está associada às substâncias mais polares uma vez que o interior dos corneócitos 

possui a queratina que é relativamente hidratada (VITORINO et al., 2015). 

A via transanexial ocorre através dos folículos pilosos associados às glândulas 

sebáceas e através de glândulas sudoríparas. Esta via e é normalmente considerada 

menos significante quando comparada com a transepidermal, uma vez que os anexos 

cutâneos recobrem em média apenas 0,1% da superfície corporal (KILIAM et al., 

2015). No entanto, esses valores podem variar dependendo do local. Os folículos pilo-

sos, por exemplo, podem chegar a 13% da área superficial do couro cabeludo sendo, 

nesses casos, relevantes na entrada de moléculas polares, que dificilmente consegui-

riam atravessar o estrato córneo (BOLZINGER et al., 2012; PLANZ et al., 2016).  

É importante ressaltar que um determinado composto químico não utiliza 

necessariamente uma só via de penetração, podendo este permear através da pele 

por uma combinação das rotas transepidermal e transanexial, de acordo com suas 

características físico químicas (JEPPS et al., 2013; VITORINO et al., 2015). 

2.3 CÂNCER DE PELE 

Neoplasias de pele apresentam basicamente duas classificações, podem ser 

do tipo melanoma ou não melanoma, de acordo com a célula da qual se origina a 

lesão tumoral (BAGDE et al., 2018). O câncer do tipo não melanoma é considerado a 

forma predominante de câncer no ser humano e sua incidência tem aumentado rapi-

damente nas últimas décadas. Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), 

ocorrem no mundo cerca de 2,5 milhões de novos casos desse tipo de tumor a cada 

ano, sendo que apenas no Brasil a incidência estimada em 2016 foi em torno de 

180 mil casos (FACINA., 2011). 

Dentre os tipos de câncer não melanoma estão o carcinoma basocelular (CBC) 

e o carcinoma espinocelular (CEC) (Figura 4) decorrentes de mutações de células da 

camada basal e do estrato espinhoso da epiderme, respectivamente. O CBC é consi-

derado mais comum, e é caracterizado por ser de crescimento lento e por raramente 

apresentar metástases, enquanto o CEC é menos incidente e mais agressivo com um 

risco de metástases que varia de 2 a 6% (HAQUE et al., 2015; FEOKTISTOVA et al., 
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2017). Apesar da incidência estimada ser elevada, essas neoplasias apresentam 

baixa taxa de mortalidade o que contribui para a subnotificação desse tipo de câncer 

nos orgãos de registro (APALLA et al., 2017). No Brasil, o Instituto Nacional do Câncer 

(Inca) considera como mínimas as estimativas anunciadas (FEOKTISTOVA et al., 

2017). 

Já o câncer do tipo melanoma (Figura 4) é mais raro comparado ao CBC e ao 

CEC e se origina dos melanócitos da camada basal da epiderme. Apesar de represen-

tar apenas 1% de todos os casos de câncer de pele, os melanomas são responsáveis 

por 80% das mortes decorrentes desse tipo de neoplasia (ZHENG et al., 2016; 

VALACHOVIC; ZUBENKO., 2017), tendo apresentado nos últimos 50 anos um 

aumento anual de 0,6% dos casos incidentes (APALLA et al., 2017). 

O aumento da incidência tanto do câncer de pele não melanoma como do 

melanoma estão associados ao aumento da exposição à poluentes ambientais, agen-

tes químicos cancerígenos, exposições ocupacionais à carcinógenos, susceptibilida-

de genética e principalmente à radiação ultravioleta (RUV) (FABBROCIN et al., 2010). 

A exposição à RUV é o fator ambiental de maior relevância na progressão 

desse tipo de tumor, contribuindo para o seu desenvolvimento via geração de 

fotoprodutos mutagênicos no DNA, mutações em genes reguladores das funções 

celulares, como o p53, supressor tumoral, e radicais livres citotóxicos além de 

apresentar ação imunossupressora (FESTA NETO., 2002; MENEZES et al., 2016). As 

mutações geradas pela radiação solar também levam a falhas nos mecanismos de 

reparo do DNA, propiciando a progressão tumoral e o desenvolvimento de novas 

lesões pré-cancerosas (CHINEM; MIOT., 2011; HAQUE et al., 2015). 
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Figura 4 – Tipos de câncer de pele. 

 

Fonte: adaptada de National Cancer Institute (NCI). Disponível em: <http://visualonline. cancer.gov>. 

Acesso em: 11 jan. 2018. 

2.3.1 Tratamentos tópicos para o câncer de pele 

Apesar da cirurgia e da radioterapia serem as principais modalidades para o 

tratamento de neoplasias cutâneas, a terapia tópica é uma alternativa promissora para 

determinados tipos de câncer de pele (HAQUE et al., 2015). Isso porque o tratamento 

cirúrgico torna-se difícil em casos de lesões múltiplas ou extensas devido à necessi-

dade de remover o tecido lesionado com margem adequada de segurança que pode 

ser desfigurante levando à perda excessiva de tecido e à necessidade de enxertia. 

Além disso, fármacos antitumorais administrados por via oral ou endonvenosa são 

associados a efeitos adversos severos (JANG et al., 2011; HAQUE et al., 2015). 

Estratégias não cirúrgicas de tratamento têm reduzido a mortalidade e morbida-

de associada ao câncer de pele além de melhorar a qualidade de vida dos pacientes. 

Dentre essas estão o uso de agentes cujos alvos são receptores celulares diretamente 

associados ao desenvolvimento de tumores ou substâncias capazes de direcionar as 

respostas imunes especificamente à lesão cancerosa (SIMÕES et al., 2015). No 

entanto, até o momento poucas moléculas para aplicação tópica em neoplasias cutâ-

neas estão aprovadas (HAQUE et al., 2015). Dentre os agentes quimioterápicos tópi-

cos aprovados pelo FDA estão: 5-fluorouracil, diclofenaco, retinóides e o imiquimode 

(FAHRADYAN et al., 2017; SINGH et al., 2017). 
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O 5-fluorouracil (5-FU) está disponível na forma de creme em diferentes con-

centrações 0,5, 1,0 e 5% e também na forma de solução à 2 e 5%. Esse medicamento 

foi aprovado para terapia de lesões cancerosas como ceratose actínica (neoplasia 

cutânea benigna), carcinoma basocelular e doença de Bowen (um subtipo do carci-

noma espinocelular). O 5-FU é um antimetabólito capaz de promover a inibição da 

enzima timidelato sintetase envolvida na conversão da deoxiuridina no nucleosídeo 

timidina. Quando inibida, essa enzima leva à redução da síntese de DNA e conse-

quentemente à morte de células em alta atividade mitótica (SINGH et al., 2017).  

O diclofenaco na forma de gel 3% em ácido hialurônico é usado para tratamento 

da doença de Bowen. Sua ação ocorre pela inibição da ciclooxigenase-2 (COX-2) 

levando a menor produção de ácido aracdônico que por sua vez está associado à 

promoção de eventos como angiogênese, inibição da apoptose e aumento do poten-

cial invasivo tumoral (MICALI et al., 2014). Dessa forma, a inibição de COX-2 resulta 

na redução de queratinócitos displásicos, que apresentam proliferação anômala 

(SINGH et al., 2017).  

Os retinóides, tretinoína, adapaleno e tazaroteno foram aprovados para trata-

mento de lentigo maligno (um subtipo de melanoma) e carcinoma basocelular. Esses 

componentes interferem na proliferação e diferenciação celular através da ligação a 

receptores nucleares que inibem a fase de propagação tumoral no processo de carci-

nogênese (SINGH et al., 2017). 

Finalmente, o imiquimode (Imq) está disponível na forma de creme a 2,5, 3,75 

e 5%, sendo recomendado para tratamento de carcinoma basocelular superficial.O 

Imq é um imunomodulador capaz de ativar a resposta imunológia tanto inata como 

adquirida, resultando na apoptose de células tumorais (HAQUE et al., 2015; SINGH 

et al., 2017). 

Em estágios ainda de investigação estão outros agentes (Quadro 1) como 

resiquimod, piroxicam, formulações contendo dobesilato de Na+ e K+ e ácido betulínico 

que parecem apresentar eficácia contra o câncer de pele (FAHRADYAN et al., 2017). 
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Quadro 1 – Medicamentos tópicos emergentes no tratamento do câncer de pele 

Fármaco Indicações em investigação Mecanismos de ação 

Resiquimod Ceratose actínica Imunomodulador 

Piroxicam Ceratose actínica 
Inibição da ciclooxigenase levando ao 

aumento da apoptose 

Dobesilato 
Ceratose actínica e carcinoma 

basocelular 
Inibição de fatores de crescimento de 

fibroblastos 

Ácido betulinico Ceratose actínica 
Efeito citotóxico, apoptótico e 

antiproliferativo 

Fonte: adaptado de Singh et al. (2017). 

A escolha do tratamento é baseada no tipo, tamanho, localização da lesão e 

idade do paciente (HAQUE et al., 2015). É importante ressaltar que a terapia tópica é 

considerada quando os tumores estão presentes nas camadas mais superficiais da 

pele e quando métodos cirúrgicos não são indicados, como no caso de lesões múlti-

plas e com limites indefinidos, pacientes imunossuprimidos ou com histórico de cicatri-

zes hipertróficas ou quelóides (HAQUE et al., 2015; SIMÕES et al., 2015). 

2.4 MODELO DE CARCINOGÊNESE QUÍMICA MULTIETAPAS EM PELE DE 

CAMUNDONGO 

Modelos bem estabelecidos de carcinogênese química em pele de roedores 

têm sido amplamente utilizados para melhora da compreensão dos mecanismos 

envolvidos na progressão de neoplasias epiteliais (ABEL et al., 2009) bem como na 

avaliação quimiopreventiva de diferentes compostos (SAINI et al., 2010; JAIN et al., 

2015; AL ASMARI; KHAN., 2016). Entende-se como quimioprevenção a ação profiláti-

ca de substâncias naturais ou sintéticas capazes de reverter ou atrasar a evolução de 

lesões tumorais pré-cancerosas (SHARMA et al., 2016; SHAN et al., 2016). 

Em modelos tumorais murinos envolvendo duas etapas, o primeiro estágio da 

carcinogênese química é denominado “iniciação”. Nessa fase, genes de queratinó-

citos epidérmicos, principalmente da camada basocelular e da epiderme interfolicular, 

adquirem mutações como resultado à aplicação tópica de dose única de um agente 

iniciador, sendo DMBA (7,12-dimetilbenz(a)antraceno) o mais comumente utilizado 

(ABEL et al., 2009). O DMBA é convertido metabolicamente em carcinógenos que se 

ligam covalente e irreversivelmente ao DNA levando a mutações nos genes Hras1 e 

Kras (SAINI et al., 2010), diretamente associados ao desenvolvimento de câncer de 

pele do tipo não melanoma (CAULIN et al., 2007). 



 

 

13 

Após a iniciação, é seguida a etapa de promoção na qual as células mutadas 

irão sofrer expansão clonal. Essa etapa ocorre por meio da aplicação repetida de 

agentes promotores, como ésteres de forbol presente no óleo de cróton, que levam 

ao desenvolvimento de tumores através do estímulo a sinalização celular e ao 

aumento da produção de fatores de crescimento resultando em hiperplasia epidermal 

Durante esse processo, as células que foram mutadas parecem ter vantagens sobre 

as células vizinhas permitindo sua expansão seletiva resultando no desenvolvimento 

de lesões cutâneas pré-malignas também chamadas de papilomas (ABEL et al., 2009) 

(Figura 5). 

Figura 5 – Modelo de carcinogênese química em camundongos realizado em duas etapas. 

 

Fonte: adaptada de Abel et al. (2009). 

O modelo de carcinogênese química em duas etapas apresenta também seme-

lhanças com os cânceres humanos em nível genético e molecular como mutações na 

família do oncogene ras envolvido na atividade celular mitótica, ativação de fatores de 

crescimento além de mimetizar a exposição constante à múltiplas subdoses de carci-

nógenos e agentes promotores ao longo da vida (DE GRUIJL et al., 2001; ABEL et al., 

2009). Em virtude da similaridade desse modelo com o desenvolvimento de tumores 

cutâneos em humanos (YANG et al., 2014), possíveis inibidores tumorais podem ser 

avaliados quanto aos seus efeitos nas etapas de iniciação, promoção e progressão 

dos tumores formados (ABEL et al., 2009). 
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2.5 IMIQUIMODE 

O Imq, um composto sintético e análogo de nucleosídeo (SCHÖN; SCHÖN., 

2007; HWANG et al., 2014), é uma imidazoquinolina imunomoduladora com elevada 

atividade antiviral e antitumoral sendo também conhecido como S-26308 e R-837 

(KANG et al., 2006) (Figura 6). Este composto foi o primeiro de uma nova classe de 

imunomoluladores para uso tópico (MICALI et al., 2014) e começou a chamar a aten-

ção no final de 1980, quando alguns relatos demonstraram seu potencial terapêutico 

e profilático em modelos animais para infecções por citomegalovírus (CMV) e o herpes 

simplex tipo 2 (VACCHELLI et al., 2012). Com uma massa molar de 240,3 g/mol 

(SCHÖN; SCHÖN., 2007), o Imq apresenta baixa solubilidade em meio aquoso 

(0,60 µg/mL) e também é pouco solúvel em solventes orgânicos (Quadro 2) 

(CHOLLET et al., 1999). No entanto, em pH ácido, pode tornar-se mais solúvel uma 

vez que o composto é considerado uma base fraca, com um pKa de 7,3 (TELÒ et al., 

2016). 

Figura 6 – Estrutura química do imiquimode. 

 
Fonte: Gerster et al. (2005). 

 

Quadro 2 – Solubilidade do imiquimode em diferentes solventes 

Solvente Solubilidade (mg/mL) 

Acetona 0,12 

Etanol 0,24 

Metanol 0,46 

Propilenoglicol 0,12 

Fonte: adaptada de Chollet et al. (1999). 

Em 1997, o Imq creme 5% (p/p) cuja composição está descrita no Quadro 3, foi 

aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) para uso tópico no tratamento de 

condilomatose genital externa (MACEDO et al., 2007; MICALI et al., 2014) e, em 2004, 

o FDA liberou seu uso tópico também para o tratamento do carcinoma basocelular 
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(CBC) superficial (MACEDO et al., 2007). No Brasil, o Imq creme 5% foi liberado pela 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) em 2006 para uso em pacientes 

maiores de 12 anos sendo recomendado apenas para aplicação externa. 

Quadro 3 – Composição imiquimode creme 

Componentes  Quantidade (mg) 

Imiquimode 50 

Excipientes* 1000 

*álcool cetílico, álcool estearílico, petrolato líquido, polissorbato 60, estearato de sorbitana, 

glicerol, goma xantana, metilparabeno, propilparabeno, álcool benzílico, ácido isoesteárico, água 
purificada. 

Fonte: disponível em: <www.anvisa.gov.br/datavisa/fila_bula>. 

 
Estudos clínicos já realizados e em andamento demonstram também o poten-

cial do Imq, associado ou não a outras substâncias ou procedimentos no tratamento 

de outras lesões cutâneas, como lentigo maligno, neoplasias intraepileliais, hemangio-

mas e metástases cutâneas de câncer de mama dentre outras (Quadro 4). 

Quadro 4– Estudos clínicos de produtos contendo o imiquimode ou associações para tratamento de 
lesões cutâneas 

Condição 
Tratada 

Tratamento Resultados Número NCT Publicações 

Alopecia aerata 

Imq  Não disponíveis NCT00177021 
Não 
publicados 

Imq  Não disponíveis NCT00176943 
Não 
publicados 

Câncer de 
mama/metástases 
recorrentes na 
pele 

Imq  

Regressão histológica do 
tumor e evidência de resposta 
antitumoral imunológica 
mediada pelo Imq 

NCT00899574+
E9:E20 

Adams et al. 
(2012) 

Imq +Nab- 
paclitaxel (albumina 
ligada ao Paclitaxel) 

Indução efetiva da regressão 
de metástases cutâneas do 
câncer de mama 

NCT00821964 
Salazar et al. 
(2017) 

Imq+Radiação+ 
Ciclofosfamida 

Não disponíveis NCT01421017 
Não 
disponível 

Doença de Paget 

Imq tópico + 
Paracetamol + 
Lidocaína 

Não disponíveis NCT02385188 
Não 
publicados 

Imq tópico + 
Paracetamol + 
Lidocaína 

Não disponíveis NCT00504023 
Não 
publicados 

Hemangioma 
Imq tópico + 
Paracetamol + 
Lidocaína 

Melhora na coloração, mas 
nenhum efeito no tamanho da 
lesão 

NCT00601016 
McCuaig et 
al. (2009) 

Leishmaniose 
cutânea 

Imq tópico + 
Paracetamol + 
Lidocaína 

Não disponíveis NCT01380314 
Não 
publicados 

Imq tópico + 
Paracetamol + 
Lidocaína 

Não disponíveis NCT00257530 
Não 
publicados 
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Quadro 4, cont. 

Condição Tratada Tratamento Resultados Número NCT Publicações 

Lentigo maligno 
Imq tópico + 
Paracetamol + 
Lidocaína 

O pré-tratamento com Imq 
pode reduzir a extensão 
cirúrgica. Não ocorreram 
melhoras estatisticamente 
significativas no tratamento 
com a inclusão do tazaroteno 
(retinoide tópico) 

NCT00707174 
Hyde et al. 
(2012) 

Linfoma cutâneo 
Imq tópico + 
Paracetamol + 
Lidocaína 

Não disponíveis NCT02301494 
Não 
publicados 

Mancha de vinho do 
porto 

Imq tópico + 
Paracetamol + 
Lidocaína 

Associação do Imq com o 
tratamento de Laser pulsado 
levou a redução do eritema e 
melhoria da coloração da pele 

NCT00585247 
Tremaine et 
al. (2012) 

Neoplasia cervical 
Intraepitelial 

Imq tópico + 
Paracetamol + 
Lidocaína 

Remissão e regressão 
histológica das lesões pé-
tumorais superior ao grupo 
placebo 

NCT00941252 
GRIMM et al. 
(2012) 

Neoplasia 
intraepitelial anal/ 
Lesão intraepitelial 
escamosa 

Imq tópico + 
Paracetamol + 
Lidocaína 

Não disponíveis NCT02059499 
Não 
publicados 

Neoplasia 
intraepitelial vulvar 

Imq tópico + 
Paracetamol + 
Lidocaína 

Não disponíveis NCT01861535 
Não 
publicados 

Fonte: disponível em: <www.ClinicalTrials.gov>. 

2.5.1 Mecanismos de ação 

2.5.1.1 Ação agonista à receptores Toll like 

Os receptores Toll like (TLRs) são glicoproteínas transmembranas presentes 

em células apresentadoras de antígenos como macrófagos, monócitos, células de 

Langerhans e células dendríticas (MICALI et al., 2014). Esses receptores podem ocor-

rer tanto na membrana plasmática dessas células como em seus compartimentos 

endossomais (SCHÖN; SCHÖN., 2007). 

 Os TLRs 7 e 8 são receptores endossomais e têm como ligantes naturais RNAs 

de fita simples (SCHÖN; SCHÖN., 2007), sendo também ativados pela molécula de 

Imq (KAWAI; AKIRA., 2010). A ativação dos TLRs por seus ligantes irá levar a ativação 

e translocação nuclear de fatores de transcrição como NF- κB B e IRF-7 (Figura 7). 
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Figura 7 – Mecanismos de ação do imiquimode em receptores TLR. 

 
Fonte: dados da pesquisa. 

A ativação dos fatores de transcrição irá promover a expressão de genes 

associados às reações inflamatórias como de citocinas e quimiocinas INF-α/γ, TNFα 

(BIFFEN et al., 2012; MICALI et al., 2014), de interleucinas (IL) 6,1A,1B,8, 12, GM-

CSF, GC-SF, à regulação de sinais coestimulatórios de células apresentadoras de 

antígenos, à diferenciação e maturação de células dendríticas (HEDAYAT et al., 2011) 

e à ativação de células NK (Natural Killers) (YOO et al., 2013). Estes efeitos atuam no 

direcionamento da resposta imune para o tipo TH1 uma vez que promove a migração 

de células de Langerhans da pele para os gânglios linfáticos, aumentando assim a 

apresentação de antigenos às células T (SCHON; SCHON., 2007; BIFFEN et al., 

2012). Esse mecanismo irá então mediar a resposta imune contra tumores sendo 

provavelmente o responsável pelas propriedades antitumorais do Imq (MACEDO et 

al., 2007; SCHÖN; SCHÖN., 2007).  

Dentre as citocinas que têm sua produção aumentada em consequência da 

ativação de receptores TLR está a IL-12 que atua na redução da produção celular de 

fatores proangiogênicos, como bFGF e VEGF, inibe a motilidade e invasão vascular e 

induz a apoptose de células endoteliais (LI et al., 2005; KUZNETSOVA et al., 2012). 

Estas propriedades anti-angiogênicas estão associadas à inibição do crescimento 

patológico de novos vasos (MAJEWSKI et al., 2005; KUZNETSOVA et al., 2012), 

comum em carcinomas basocelulares (CROWSON., 2006). 
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2.5.1.2 Ação pró-apoptótica 

A apoptose é a morte celular programada caracterizada pela fragmentação de 

DNA e formação de corpos apoptóticos culminando na eliminação de células não 

viáveis (HUANG et al., 2010). As duas principais vias apoptóticas são: a via mediada 

por receptores de morte celular (extrínseca) e a via mitocondrial (intrínseca) (HUANG 

et al., 2010). 

Apesar do papel do Imq na apoptose ainda não estar completamente elucidado 

(SCHÖN; SCHÖN., 2007), alguns estudos in vivo e in vitro, sugerem possíveis vias 

de ação do fármaco nesse processo. 

O uso do Imq creme em pacientes com lesão de CBC já diagnosticada levou 

ao aumento da expressão do receptor de morte celular CD95 (Fas) relacionados à via 

apoptótica extrínseca (SCHÖN; SCHÖN., 2007). Em outro estudo in vivo foi 

observada, durante terapia com Imq, a diminuição da expressão da proteína 

antiapoptótica Bcl-2 (célula B de linfoma-2) reguladora da permeabilidade 

mitocondrial, associada à via apoptótica intrínseca (VIDAL et al., 2004). Esses 

resultados sugerem que o Imq aumentaria a suscetibilidade de células tumorais aos 

estímulos apoptóticos (SCHÖN; SCHÖN., 2007). 

Em experimentos utilizando linhagens celulares de melanomas, o bloqueio dos 

receptores de morte celular não afetou a capacidade pró-apoptótica do Imq, o que 

ocorreu quando foi realizada a inibição de caspases (proteínas proteolíticas) principal-

mente da caspase 9, dependente da liberação de citocromo C pela mitocôndria, via 

Bcl-2. Este resultado sugere atuação do Imq através da via intrínseca de caspases 

independentemente dos receptores de morte celular de membrana (SCHÖN; 

SCHÖN., 2004; MACEDO et al., 2007). 

2.6 NANOPARTÍCULAS POLIMÉRICAS 

Nanopartículas são sistemas de tamanho submicrométricos (tamanho inferior 

a 1.000 nm), nos quais a substância carreada pode estar tanto adsorvida à superfície 

do nanocarreador como em seu interior (SHARMA et al., 2016). Dentre os carreadores 

poliméricos utilizados na liberação de fármacos estão as micelas poliméricas, 

nanogéis, dendrímeros e nanopartículas poliméricas (WU et al., 2011) (Figura 8). 
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Figura 8 – Nanocarreadores poliméricos. 

 
Fonte: adaptada Conniot et al. (2014). 

 

As micelas poliméricas são estruturas entre 10 e 100 nm, formadas por uma 

camada hidrofílica ao redor de um núcleo hidrofóbico e são obtidas após a auto-orga-

nização de copolímeros anfifílicos em bloco. A formação dessas micelas irá depender 

da concentração polimérica e da temperatura utilizada no processo de preparo. O 

domínio hidrofóbico do núcleo é responsável pelo payload da substância carreada 

enquanto a membrana ao seu redor apresenta as estruturas hidrofílicas responsáveis 

pelo aumento da solubilidade aparente do composto em água além de contribuir para 

a estabilidade estérica das micelas (KOWALCZUK et al., 2014; NAZIR et al., 2014). 

Esses sistemas são normalmente estudados para utilização em injetáveis, uma vez 

que seu diâmetro reduzido favorece o não reconhecimento dessas estruturas pelo 

sistema fagocitário mononuclear (KOWALCZUK et al., 2014). 

Nanogéis poliméricos (tamanho inferior à 200 nm) são constituídos por cadeias 

poliméricas reticuladas por processos físicos ou químicos de modo a formar uma rede 

tridimensional em escala nanométrica (KOWALCZUK et al., 2014; MAVUSO et al., 

2015). A essas redes podem ser incorporados fármacos formando, dessa forma, siste-

mas de liberação controlada ou sustentada que podem também variar seu tamanho 

(através de intumescimento e desagregação da matriz polimérica), de acordo com o 

pH do meio circundante, o tipo de solvente em contato com o gel e a temperatura 

(MAVUSO et al., 2015). 

Já o termo “nanopartícula polimérica” inclui tanto nanocápsulas como nanoes-

feras. As nanocápsulas são formadas por um núcleo oleoso envolto por uma membra-

na polimérica (SCHAFFAZICK et al., 2013) e, nesse tipo de dispersão coloidal, o fár-

maco pode estar tanto dissolvido na cavidade oleosa como adsorvido ao polímero. Já 
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as nanoesferas não apresentam óleo em sua composição, sendo sistemas homo-

gêneos nos quais o fármaco é disperso no interior da matriz polimérica (VRIGNAUD 

et al., 2011; SEREMETA et al., 2013).  

As principais vantagens das nanopartículas sobre partículas de maior tamanho 

são a elevada relação área/volume, maior reatividade, possibilidade de encapsular 

fármacos pouco solúveis, possibilidade de proteger moléculas terapêuticas 

(VRIGNAUD et al., 2011; BERTRAND et al., 2014), modular propriedades físico-

químicas e biofarmacêuticas de determinados fármacos e minimizar/eliminar efeitos 

colaterais associados ao uso destes, oferecendo maior adesão do paciente ao 

tratamento proposto (OURIQUE et al., 2011).  

2.6.1 Nanopartículas poliméricas para uso tópico 

A estrutura multicamadas da pele bem como sua função de barreira protetora 

contra patógenos, microorganismos e substâncias tóxicas torna a administraçao de 

fármacos pela via tópica um grande desafio (ZHENG et al., 2013). 

Por esta razão a veiculação de compostos terapêuticos por meio de nanopartí-

culas por essa rota têm atraído bastante atenção na última década (ZHANG et al., 

2013). Os nanocarreadores podem facilitar a entrega de fármacos através dos folícu-

los pilosos e através da interação com a matriz lipídica da pele favorecendo rotas de 

transporte da substância carreada que não ocorreriam com o princípio ativo em sua 

forma livre (em solução). Além disso, a aplicação tópica dessas dispersões pode 

promover a formação de depósitos da substância carreada em compartimentos ou 

camadas específicas da pele obtendo assim uma liberação sustentada ou induzida 

por estímulo (pH, temperatura) (VOGT et al., 2016). 

O desenvolvimento e a aplicação de nanopartículas poliméricas, foco desse 

trabalho, têm sido extensivamente explorados e avaliados em estudos pré-clínicos no 

tratamento de diversas condições patológicas que acometem a pele com resultados 

promissores (Quadro 5). 
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Quadro 5 – Estudos utilizando nanopartículas para uso tópico. 

Polímero 
Substância 
Carreada 

Ação Pretendida Resultados Referências 

PLGA  Bromelaína Antitumoral  
Atividade antitumoral 

superior à forma livre da 
enzima 

Bhatnagar et 
al., (2015) 

PLGA Retinil Palmitato Anti-idade 
Permeação do ativo em 
camadas profundas da 

pele. 

Teixeira et al. 
(2010) 

PLGA Porfirina Antimicrobiana 

Permeação do ativo 
através do estrato córneo e 

retenção nas camadas 
superficiais do epitélio, 

desejável para associação 
à terapia fotodinâmica 

Gonzalez et al. 
(2016) 

PLGA/ 
quitosana/ 

ácido oleico 

Espantide e 
cetoprofeno 

Anti-inflamatória 
Translocação dos ativos 

até camadas mais 
profundas da pele 

Shah et al. 
(2012) 

Quitosana 
Hidrocortisona/Hi-

droxitirosol 
Anti-inflamatória e 

anti-oxidante 
Retenção do ativo na 

derme e epiderme 
Hussain et al. 

(2012) 

eudragit® 
EPO 

(polimetacri-
lato) 

Adapaleno Tratamento de acne 

Liberação do ativo de 
forma pH dependente e 

baixo potencial irritante das 
partículas desenvolvidas 

Guo et al. 
(2014) 

eudragit® 
L100/S100 

(Polimeta-
crilatos) 

Dexametasona Anti-inflamatória 

Liberação do ativo pH 
dependente, mistura de 

polímeros pode modular as 
propriedades da 
nanopartículas. 

Sahle et al. 
(2016) 

PCL Roxitromicina 
Alopecia 

androgenética 

Direcionamento da 
liberação do ativo em 

glândulas pilossebáceas. 

Glówca et al. 
(2014) 

Fonte: dados da pesquisa.  

Nanopartículas de poli (ácido lático-co-ácido glicólico) (PLGA) contendo brome-

laína, enzima proteolítica proveniente do abacaxi, apresentaram atividade antitumoral 

em modelo de carcinogênese química cutânea superior à ação da enzima livre. Essa 

atividade foi associada ao aumento da biodisponibilidade do ativo devido à sua 

liberação sustentada e contínua, quando veiculado através de nanocarreadores 

(BHATNAGAR et al., 2015). 

Em estudo realizado por Gonzalez-Delgado et al. (2016), nanopartículas de 

PLGA contendo porfirina apresentaram liberação mais lenta comparada a sua forma 

livre, a permeação do ativo não ficou restrita ao estrato córneo, a porfirina apresentou 

fotoestabilidade e não ocorreram lesões teciduais causadas pelos sistemas nanomé-

tricos. Esse resultado foi atribuído a elevada eficiência de encapsulação do antimicro-

biano que permitiu sua proteção contra degradação pela luz e difusão mais lenta do 

ativo e ao tamanho reduzido dos nanocarreadores, considerados requisitos para 

penetração de sistemas coloidais nas camadas superficiais da pele. 
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Em outro trabalho utilizando nanopartículas de quitosana contendo hidrocorti-

sona e hidroxitirosol observou-se que a retenção desses fármacos na epiderme quan-

do veiculados por esses sistemas foi superior ao acúmulo obtido pela forma comercial. 

Foi relatado também que a administração desses nanocarreadores resultou em maior 

controle sobre a perda de água epitelial e presença de eritemas durante estudo in 

vivo. Os autores atribuíram esses dados às propriedades oclusivas e mucoadesivas 

dessas nanopartículas que promoveram redução da desidratação da pele além da 

liberação localizada e controlada dos fármacos coencapsulados (HUSSAIN et al., 

2013). 

A encapsulação da dexametasona em nanopartículas de eudragit® L100 

permitiu uma liberação pH-dependente do ativo o que foi associado às características 

fisico-química do polímero (SAHLE et al., 2016). 

A veiculação do antimicrobiano roxitromicina em nanocarreadores de poli--

caprolactona (PCL) levaram a permeação seletiva do ativo nos folículos pilosos o que, 

segundo os autores, ocorreu devido ao diâmetro das partículas bem como as 

características físicoquímicas do polímero (GLOWCA et al., 2014). 

Os resultados dos estudos citados sugerem ampla aplicação de nanopartículas 

por via tópica como o direcionamento do fármaco ao alvo terapêutico, liberação com-

trolada e sustentada dos ativos, retenção dos componentes carreados em camadas 

específicas da pele e redução da toxicidade associada ao uso dos fármacos em sua 

forma livre. Dessa forma, é possível proporcionar maior eficácia do tratamento pela 

via tópica, redução da dose e frequência de administração do agente terapêutico e 

maior conforto do paciente. 

2.6.2 Polímeros utilizados em nanocarreadores para uso tópico 

Os nanocarreadores poliméricos podem ser fabricados a base de polímeros 

naturais (Figura 9) ou sintéticos (Figuras 10, 11 e 12). As nanopartículas poliméricas  

biodegradáveis são compostas por polímeros que ocorrem na natureza, como 

quitosana, alginato, gelatina e albumina. Estes polímeros naturais são geralmente 

obtidos a partir de sua extração seguida de várias etapas de purificação (ZHANG et 

al., 2013). 
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Os polímeros sintéticos (Figuras 10, 11 e 12) também são utilizados para produ-

ção de nanopartículas e aplicação por via tópica principalmente devido ao seu alto 

grau de pureza e da reprodutibilidade entre diferentes lotes. Dentre os mais utilizados 

para aplicações tópica de fármacos estão poli(ácido lactico-co-glicólico) (PLGA), 

poli(ε-caprolactona), poli(metilmetacrilatos) e poliacrilatos (ZHANG et al., 2013). 

2.6.2.1 Quitosana 

Dentre as partículas de polímeros naturais utilizadas, carreadores à base de 

quitosana (Figura 9) são os mais empregados. A quitosana é um polissacarídeo deri-

vado da quitina, constituinte estrutural do exoesqueleto de crustáceos. Os grupos ami-

no desse polímero tornam-se protonados em meios moderadamente ácidos, fazendo 

com que sejam solúveis em água, além de tornarem-se bioadesivos, uma vez que sua 

carga positiva permite interações eletrostáticas com as superfícies celulares negativas 

(GOYAL et al., 2016).  

Figura 9 – Fórmula estrutural da quitosana. 

 

Fonte: Laranjeira et al. (2009). 

Na aplicação cutânea essa interação leva à redução do potencial da membrana 

celular e também à diminuição da resistência da pele, propriedade importante capaz 

de promover melhora da permeação de fármacos por essa via. Além disso, a quito-

sana altera a estrutura secundária da queratina promovendo maior hidratação e 

fluidez do estrato córneo (YANG et al., 2014), principal barreira limitante na penetra-

ção de moléculas terapêuticas na pele (ZHANG et al., 2013). 
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2.6.2.2 Ácido poli lático-co-glicólico (PLGA) 

O PLGA (Figura 10) é um polímero biodegradável aprovado pelo FDA como 

excipiente para administração parenteral (CHEREDDY et al., 2016). A hidrólise desse 

polímero no organismo leva à formação de monômeros de metabólitos biodegradáveis 

como o ácido lático e o ácido glicólico (KUMARI et al., 2010). Esses dois monômeros 

são bioprodutos de diversas vias metabólicas fisiológicas o que leva à uma toxicidade 

sistêmica mínima associada ao uso de PLGA para administração de medicamentos 

ou aplicações de biomateriais (LÜ et al., 2009; KUMARI et al., 2010). 

Figura 10 – Fórmula estrutural e produtos da hidrólise do PLGA. 

 

Fonte: adaptada de Kumari et al. (2010). 

2.6.2.3 Poli (ε-caprolactona) (PCL) 

A poli (ε-caprolactona) (PCL) (Figura 11) é um polímero degradado através da 

hidrólise de suas ligações éster em condições fisiológicas e recebeu uma grande aten-

ção para uso na administração de fármacos. É particularmente interessante também 

para a preparação de dispositivos implantáveis de longo prazo, devido degração mais 

lenta que os polactídeos (KUMARI et al., 2010). 

Figura 11 – Fórmula estrutural do PCL. 

 

Fonte: adaptada de Kumari et al. (2010). 
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2.6.2.4 Polimetacrilatos 

Os polimetacrilatos são polímeros sintéticos derivados do ácido metacrílico 

como metacrilato de metila, acrilato de etila, metacrilato de butila, cloridrato de 

trimetilamôniometacrilato ou dimetilaminometacrilato de etila (Figura 12) (VILLANOVA 

et al., 2010). 

Figura 12 – Fórmula estrutural da polimetacrilatos. 

 
 

Para eudragit E: R1, R3 CH3, R2 CH2CH2N(CH3)2, R4 CH3, C4H9, para eudragit L e eudragit S: 
R1, R3 CH3, R2 H, R4 CH3 Para eudragit FS: R1 H, R2 H, CH3, R3 CH3, R4 CH3 Para 
eudragit RL e eudragit RS: R1 H, CH3, R2 CH3, C2H3, R3 CH3, R4 CH2CH2N(CH3)+

3Cl− Para 
eudragit NE 30 D e eudragit NE 40 D: R1, R3 H, CH3, R2, R4 CH3, C2H3 Para Acryl-EZE and Acryl-
EZE MP; eudragit L 30 D-55 e eudragit L 100-55, Eastacryl 30 D, Kllicoat MAE 30D, e Kollicoat MAE 
30 DP: R1, R3 H, CH3, R2 H, R4 CH3, C2H3. 

Fonte: Patra et al. (2017). 

Comercialmente são conhecidos como Acryl-EZE, Acryl-EZE MP, Eastacryl 

30D; eudragit®; Kollicoat MAE 30 D; Kollicoat MAE 30 DP e metacrilatos poliméricos, 

podendo ser obtidos na forma de pó seco, dispersão aquosa ou solução orgânica. 

Podem ser catiônicos ou aniônicos de acordo com o grupo substituinte e estão incluí-

dos no Guia de Ingredientes Inativos do FDA (cápsulas e comprimidos orais), medica-

mentos não parenterais licenciados no Reino Unido e lista canadense de ingredientes 

não medicinais aceitáveis (PATRA et al., 2017).  

Dados consultados recentemente sobre patentes publicadas de formulações à 

base eudragit® revelaram aplicações diversificadas dos polimetacrilatos, incluindo 
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melhora da biodisponibilidade e liberação prolongada de substâncias terapêuticas. 

(PATRA et al., 2017). 
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3 OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GERAL 

Desenvolver e avaliar a atividade antitumoral de nanopartículas contendo 

imiquimode comparativamente à formulação comercial do fármaco em modelo murino 

de câncer de pele.  

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Desenvolver e validar método analítico por cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE), para quantificação do Imq nas dispersões coloidais desenvolvidas. 

2. Desenvolver formulações de nanocápsulas poliméricas contendo Imq 

revestidas e não revestidas com quitosana. 

3. Caracterizar as formulações de nanocápsulas por meio de análises de 

morfologia, tamanho, potencial zeta, pH, eficiência de encapsulação, espalhamento 

múltiplo de luz, quantidade de solvente residual, difração de raios X, análises térmicas, 

espectroscopia na região do infravermelho e liberação in vitro. 

4. Avaliar atividade antiangiogênica das formulações desenvolvidas em compa-

ração com formulação comercial do Imq em modelo de membrana corioalantoica 

(CAM) de embrião de galinha. 

5. Avaliar a permeação cutânea das formulações desenvolvidas em compa-

ração com formulação comercial do imiquimode. 

6. Avaliar a atividade quimiopreventiva das formulações desenvolvidas em 

comparação com o Imq comercial em modelo murino de câncer de pele. 
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4 DESENVOLVIMENTO E VALIDAÇÃO DO MÉTODO ANALÍTICO POR 

CLAE PARA QUANTIFICAÇÃO DO IMIQUIMODE 

4.1 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1.1 Material 

Imiquimode (Glenmark Generic LTD, Índia), copolímero de polimetacrilato, 

massa molecular 125.000 g/mol (eudragit® L100, Evonik, Brasil), polímero poli--capro-

lactona, massa molecular 14.000 g/mol (Sigma Aldrich, Brasil), quitosana de baixa 

massa molecular 50.000-190.000 g/mol (Sigma Aldrich, Brasil), miristato de isopropila 

(Sigma Aldrich, Brasil), triglicerídeos dos ácidos cáprico e caprílico (Polytechno, 

Brasil), triolato de sorbitano (Span® 85, Sigma Aldrich, Brasil), copolímero de polioxi-

etileno-polioxipropileno (Poloxamer 407, BASF, Alemanha), polissorbato 80 (Merck, 

Alemanha), acetona e metanol grau CLAE, dispositivo de filtração 30 KDa (Millipore, 

França), coluna C18 (Phenomenex, EUA). Todos os outros solventes utilizados foram 

grau analítico.  

4.1.2 Equipamentos 

Sistema de purificação de água RiOs® (Millipore, EUA), balança analítica 

(Sartorious, Alemanha), agitador magnético (Nova ética, Brasil), capela de exaustão 

(Nalgon, Brasil), pHmetro (Digimend, Brasil), Zetasizer nano ZS90 (Malvern 

Instruments, Inglaterra), banho de ultrassom (Elma, Alemanha), cromatógrafo liquido 

de alta eficiência (Agilent, EUA). 

4.1.3 Métodos 

Para validação do método analítico de quantificação do Imq em nanocápsulas, 

foi utilizado como referência o método descrito pela Farmacopeia Americana (USP, 

2009). No entanto, este método refere-se apenas ao insumo. A metodologia proposta 

(Quadro 6) foi validada para uso na forma farmacêutica nanocápsula.  

Foram determinados os parâmetros de Seletividade, Linearidade, Exatidão, 

Precisão, e estabilidade das soluções. 
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Quadro 6 – Parâmetros cromatográficos USP versus método proposto para quantificação do 
imiquimode 

Parâmetro Farmacopeia Método Proposto 

Coluna 
C18 (25 mm de comprimento, 
4,6 mm de diâmetro interno e 

partículas de 5 µm) 

C18 (25 mm de comprimento, 
4,6 mm de diâmetro interno e 

partículas de 5 µm) 

Fase móvel 
A = acetonitrila                                       

B = tampão octanossulfanato de 
sódio 0,005M, pH 2, (A:B) = (27:73)  

A = acetonitrila                                   
B = tampão octanossulfanato de 

sódio 0,005M, pH 2, (A:B) = (45:55)  

Temperatura 25°C 25°C 

Fluxo 1,5 mL/min 1 mL/min 

Volume de injeção 20 µL 5 µL 

Detector UV 226 nm UV 226 nm 

Fonte: dados da pesquisa. 

4.1.3.1 Seletividade 

A seletividade foi avaliada por meio da comparação das seguintes amostras: 

padrão de trabalho na concentração 25,0 μg/mL, fase móvel, diluente (acetonitrila), 

placebo puro revestido com quitosana e placebo fortificado. A formulação placebo foi 

analisada utilizando-se todos os componentes nas mesmas concentrações utilizadas 

nas dispersões . 

Para o método ser considerado seletivo, não devem ocorrer sinais analíticos 

significativos dos demais componentes no mesmo tempo de retenção do Imq. 

4.1.3.2 Linearidade 

Foi obtida uma curva de calibração pela análise de sete soluções do padrão de 

trabalho nas concentrações de 5, 10, 20, 25, 30, 35 e 40 μg/mL. Para cada concen-

tração, três replicatas independentes foram preparadas. Os parâmetros da regressão 

foram analisados pelo método dos mínimos quadrados (MMQ). 

Para o método ser considerado linear as curvas de calibração obtidas foram 

avaliadas conforme os testes de premissas, a seguir:  

- a homocedasticidade dos resíduos foi considerada para valor Ccalculado                 

< Ctabelado, pelo teste de Cochran (α = 0,05); e  
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- no teste do resíduo padronizado de Jacknife (α = 0,05), foi permitido excluir 

no máximo 22,2% dos dados originais da curva de linearidade, considerados como 

outliers. 

Para avaliação da adequação ao modelo linear foi realizado o teste estatístico 

de desvio de linearidade (F-ANOVA) no qual, o Fcalculado deve ser menor ou igual ao 

Fcrítico. Foram também calculados o coeficiente de correlação de Pearson, r, e o 

coeficiente de determinação ou R2, considerados aceitáveis para valores superiores à 

0,99 (INMETRO, 2007). 

4.1.3.3 Efeito matriz 

O efeito matriz foi avaliado através da comparação das curvas de calibração 

usual de Imq e curva matrizada (em presença de componentes do placebo). 

Para os dados obtidos foi aplicado o teste F (Fischer-Snedecor) afim de se veri-

ficar se as variâncias das amostras com Imq puro e fortificadas podem ser considera-

das estatisticamente iguais, em todos os níveis de fortificação. Para isso Fcalculado deve 

ser menor que Fcrítico (α = 0,05). 

Caso um nível de concentração obtenha Fcalculado superior a Fcrítico, o efeito de 

matriz deve ser analisado com a distribuição t de Student, e tcalculado deve ser inferior 

ao tcrítico em todos os níveis de fortificação para que o efeito matriz não seja considera-

do significativo. 

4.1.3.4 Precisão 

Para avaliação da precisão intermediária do método desenvolvido foram prepa-

radas amostras fortificadas com placebo nas concentrações de Imq de 0, 25 e 35 

μg/mL. Para cada nível de fortificação, a análise foi realizada em nove replicatas por 

analistas diferentes em dias distintos. 

Os dados obtidos foram analisados por meio do cálculo dos seguintes parâme-

tros: concentrações médias, desvios-padrão e os coeficientes de variação (CV%) das 

amostras fortificadas em cada nível de concentração. Para o método ser considerado 

preciso CV deve apresentar valor inferior a 5% (INMETRO, 2007). 
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4.1.3.5 Exatidão 

Para determinação da exatidão foram analisadas soluções com padrão de 

trabalho de Imq nas concentrações de 10, 25, e 35 μg/mL. As soluções foram 

preparadas em triplicada por dois analistas em dias diferentes. A porcentagem de Imq 

adicionada foi calculada comparando as respostas obtidas com os valores de 

referência aceitos convencionalmente como verdadeiros.  

Para o método ser considerado exato a média de recuperação deve estar entre 

98,0 e 102,0% e o erro-padrão relativo deve ser inferior a 20%. 

4.1.3.6 Estabilidade 

A estabilidade da amostras foi avaliada por meio da comparação dos sinais 

analíticos do padrão de trabalho de Imq contaminado com o placebo no momento do 

preparo e após 24 horas. As concentrações avaliadas foram de 10, 25 e 35 μg/mL e 

as análises foram realizadas em triplicatas. 

Para confirmação de estabilidade das amostras, o coeficiente de variação (des-

vio-padrão relativo) das áreas deve ser inferior a 2%. 

4.2 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.2.1 Validação do método analítico para quantificação de imiquimode em 

nanocápsulas por CLAE 

4.2.1.1 Seletividade 

De acordo com os cromatogramas indicados na Figura 13, de A a E, é possível 

observar que nenhum dos componentes testados (fase móvel, acetonitrila e compôs-

tos do placebo) apresentaram picos interferentes significativos eluídos no mesmo 

tempo de retenção do Imq (4,78 min). Além disso, não foram observadas variações 

na área e no tempo de retenção do fármaco em presença da matriz no perfil do 

placebo fortificado. Desse modo, foi confirmada a seletividade do método proposto na 

presença dos demais componentes da matriz. 
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Figura 13 – (A) Cromatograma do imiquimode a 25 µg/mL; (B) Cromatograma fase móvel; (C) 
Cromatograma do diluente; (D) Cromatograma do placebo; e (E) Cromatograma do placebo fortificado 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

(A) 

(B) 

(C) 
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Fonte: dados da pesquisa. 

4.2.1.2 Linearidade 

A curva analítica referente à concentração de imiquimode versus área do sinal 

analítico (Figura 14), no intervalo de 5 a 40,0 μg/mL, foi definida pela seguinte equa-

ção: 

  y = 54959,0840x - 22,7147          (1) 

 

em que y corresponde à área do sinal analítico; e x corresponde à concentração 

(mg/mL). 

 

 

 

(D) 

(E) 



 

 

34 

Figura 14 – Curva analítica de calibração do padrão de trabalho de imiquimode na faixa de 0,005 a 
0,04 mg/mL. 

 

Fonte: dados da pesquisa. 

O coeficiente de correlação obtido (r) foi de 1,0000, indicativo de uma correla-

ção adequada entre a concentração de Imq e a área do pico. O coeficiente de 

determinação (R2) da curva de calibração foi de 0,9999, atendendo aos parâmetros 

preconizados pela ANVISA. 

A variância dos resíduos, determinada por meio do teste de Cochran, não foi 

considerada significativa, pois Ccalculado de 0,2919 foi menor que Ctabelado de 0,5612, 

indicando homocedasticidade dos erros, ou seja, a dispersão dos dados em torno da 

reta da regressão linear foi uniforme. Desse modo, foi realizado o teste de resíduos 

padronizados Jacknife e apenas um valor extremo (outlier) foi detectado e removido, 

sendo que o limite máximo aceitável seriam de cinco valores ou 22,2% dos 21 dados 

originais (sete níveis de concentração analisados em triplica) O teste F-ANOVA indi-

cou que não houve desvio de linearidade significativo uma vez que o Fcalculado, de 

0,001226504, apresentou valor inferior ao Fcrítico ( < 0,05), de 3,555. Os resultados 

obtidos sugerem adequação dos dados ao modelo linear. 

4.2.1.3 Efeito matriz 

Após as análises das replicadas das curvas matrizadas e não matrizadas, foi 

aplicado o teste F (Fischer-Snedecor), de homogeneidade de variâncias. No nível de 

fortificação 0,005 mg/mL, Fcalculado foi superior ao Fcrítico, considerando grau de liberda-

de equivalente a 2. Desse modo, o efeito matriz foi avaliado com a distribuição t de 

Student. Nesse teste, todos os níveis de fortificação apresentaram valores de tcalculado 
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inferiores ao valor tcrítico, de 2,776, podendo-se concluir que a matriz não apresentou 

interferência estatisticamente significativa na quantificação do Imq. 

4.2.1.4 Precisão 

Os valores obtidos na análise da precisão intermediária do método desenvol-

vido estão indicados na Tabela 1.  

Tabela 1 – Valores de média, desvio-padrão e Coeficiente de Variância obtidos na análise de 
precisão do método analítico desenvolvido 

Concentração (mg/mL) Média Geral Desvio-Padrão Coeficiente de Variação (%) 

0,010 0,010 0,00036 3,575 

0,025 0,025 0,00124 4,998 

0,035 0,034 0,00106 3,099 

Fonte: dados da pesquisa. 

Observa-se que todos os coeficientes de variação calculados apresentaram 

valores inferiores à 5% e, portanto, estão de acordo com os parâmetros considerados 

aceitaveis (INMETRO, 2007). 

4.2.1.5 Exatidão 

Os valores obtidos na análise de exatidão do método desenvolvido estão 

indicados na Tabela 2. 

É possível notar que os valores das médias de recuperação estão entre 98 e 

102% e os dados de erro-padrão relativo foram inferiores a 2% para todos os níveis 

de concentração, confirmando a exatidão do método. 

Tabela 2 – Valores de média, desvio-padrão, porcentagem de recuperação e erro-padrão relativo, 
obtidos na análise de exatidão do método analítico desenvolvido 

Concentração 
(mg/mL) 

Média Desvio-Padrão 
Recuperação           

(%) 
Erro-Padrão 

Relativo 

0,010 0,010 0,00011 98,054 -1,95 

0,025 0,025 0,00060 100,273 0,27 

0,035 0,034 0,00103 98,082 -1,92 

Fonte: dados da pesquisa. 
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4.2.1.6 Estabilidade 

Os resultados obtidos em diferentes dias de análise bem como o coeficiente de 

variação entre esses valores, indicados na Tabela 3, confirmam a estabilidade das 

amostras no período de 24 horas, uma vez que o coeficiente de variação para todos 

os níveis de concentração foi inferior à 2%. 

Tabela 3– Valores das áreas obtidas na análise de estabilidade das amostras no período de 24 horas 

Concentração (mg/mL) Área Após Preparo Área Após 24 Horas 
Coeficiente de Variação 

(%) 

0,010 549,7667 540,5500 1,19 

0,025 1388,4000 1404,0500 0,79 

0,035 1886,7000 1913,9500 1,01 

Fonte: dados da pesquisa. 

4.3 CONCLUSÃO 

O método para quantificação do Imq por CLAE foi validado conforme RDC 

no 899 (ANVISA, 2011) e apresentou seletividade, exatidão, precisão e linearidade 

adequadas para a faixa de trabalho de 5 A 40 μg/mL. 
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5 DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZAÇÃO DE 

NANOPARTÍCULAS POLIMÉRICAS CONTENDO IMIQUIMODE 

5.1 MATERIAL E MÉTODOS 

5.1.1 Material 

Imiquimode (Glenmark Generic LTD, Índia), copolímero de polimetacrilato 

massa molecular 125.000 g/mol (eudragit® L100, Evonik, Brasil), polímero poli--capro-

lactona, massa molecular 14.000 g/mol (Sigma Aldrich, Brasil), quitosana de baixa 

massa molecular 50.000-190.000 g/mol (Sigma Aldrich, Brasil), miristato de isopropila 

(Sigma Aldrich, Brasil), triglicerídeos dos ácidos cáprico e caprílico (Polytechno, 

Brasil), triolato de sorbitano (Span® 85, Sigma Aldrich, Brasil), copolímero de polioxi-

etileno-polioxipropileno (Poloxamer 407, BASF, Alemanha), polissorbato 80 (Tween 

80, Merck, Alemanha), acetona e metanol grau CLAE, dispositivo de filtração 30 KDa 

(Millipore, França). Todos os outros solventes utilizados foram grau analítico.  

5.1.2 Equipamentos 

Sistema de purificação de água RiOs® (Millipore, EUA), balança analítica 

(Sartorious, Alemanha), agitador magnético (Nova ética, Brasil), capela de exaustão 

(Nalgon, Brasil), pHmetro (Digimed, Brasil), zetasizer nano ZS90 (Malvern Intruments, 

Inglaterra), mastersizer (Malven, Inglaterra), banho de ultrassom (Elma, Alemanha), 

cromatógrafo à liquido de alta eficiência (Agilent, EUA), microcentrífuga (Eppendorf, 

Alemanha), turbidímetro (Turbiscan®, EUA), Environ Shaker ( Hyland Scientific, EUA), 

microscópio eletrônico de varredura FEG – Quanta 200 (FEI, EUA), microscópio 

eletrônico VEGA 3 SBH modelo EasyProbe, 30 kV (TESCAN, Brasil), analisador 

térmico DTG-60:SHIMADZU, espectrômetro de infravermelho (Perkin Elmer, EUA), 

microscopio óptico (Olympus, EUA). 
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5.1.3 Métodos 

5.1.3.1 Preparo de nanocápsulas contendo imiquimode 

A formulação de nanocápsulas (NP) contendo imiquimode (NPImq) foi 

preparada pelo método de deposição interfacial do polímero pré-formado 

representado na Figura 15 (FESSI et al., 1989). A fase orgânica, constituída pelo 

fármaco, tensoativo de fase orgânica (Span 85), polímero e óleo, dissolvidos em 

acetona ou mistura de acetona e metanol (2:1) foi lentamente vertida na fase aquosa 

contendo Poloxamer 407 ou Tween 80 (tensoativos hidrofílicos) sob agitação de 100 

rpm em agitador magnético à temperatura de 25 ºC. Após 30 minutos de agitação o 

solvente foi evaporado em capela de exaustão também à temperatura de 25 ºC. 

Figura 15 – Preparo de nanocápsulas pelo método de deposição interfacial do polímero pré-formado. 

 
Fonte: dados da pesquisa. 

Uma vez que fatores como razão FA/FO, concentração e natureza dos compo-

nentes utilizados nesse método podem alterar as características físico-químicas das 

nanocápsulas formadas (RAO; GECKELER., 2011), foram testadas diferentes condi-

ções no preparo destas. Diferentes tipos de polímeros, tensoativos hidrofílicos, solven-

tes, volume dos solventes orgânicos e concentrações do fármaco a ser encapsulado 

foram empregados. Estes parâmetros estão indicados no Quadro 7. 
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Quadro 7 – Composição e variáveis testadas no desenvolvimento das formulações de nanocápsulas. 

 Componente Reagente/Solvente 
Concentração Final 

(mg/mL) 

Fase Orgânica 
Volume = 30 mL 

Polímero PCL ou eudragit® L100 1,88 

Tensoativo Span 85 1,25 

Óleo TCM 2,5 

Fármaco Imq 0,25; 0,5 ou 0,625 

Fase orgânica 
Acetona ou mistura 

acetona/metanol (2:1) 
- 

Fase Aquosa 
Volume = 40 mL 

Tensoativo 
Poloxamer 407 ou 

Tween 80  
1,25 

* A fase orgânica foi evaporada ao final do processo. 

Fonte: dados da pesquisa. 

Para a sequência dos trabalhos, foram selecionadas as dispersões em que não 

se observou formação de precipitados visíveis durante o preparo. As amostras 

selecionadas foram analisadas por difratometria à laser (DL) utilizando o equipamento 

Mastersizer 2000 e observadas por microscópio óptico para avaliação da presença de 

micropartículas nas formulações. A formulação sem a presença de agregados foi 

revestida com solução de quitosana (NPQTImq). Para essa etapa 10 mL de solução 

de quitosana 0,05% (p/v) em ácido acético 0,5% (v/v) foram lentamente vertidos sobre 

a formulação e, em seguida, esta foi evaporada novamente até o volume final de 

40 mL. Foram também preparadas formulações sem a presença do Imq com e sem 

revestimento de quitosana (NPQTPlacebo e NPPlacebo). 

5.1.3.2 Morfologia 

Para a realização da análise de microscopia eletrônica de varredura (MEV), as 

amostras foram diluídas dez vezes em água purificada e gotejadas em porta amostras 

(stubs) com fita dupla face de carbono. Os suportes contendo as amostras foram 

armazenados em dessecador por 48 horas para secagem completa das dispersões 

que posteriormente foram visualizadas. 

Para análise por microscopia eletrônica de transmissão (MET), a formulação 

também foi diluída dez vezes em água purificada. Posteriormente 20 µL dessa disper-

são foi colocada sobre um suporte holeycarbon com orifícios de aproximadamente 

300 mesh e em seguida a amostra foi submetida a secagem à temperatura ambiente 

por 24 horas e analisada. 
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5.1.3.3 Análise térmica 

Para avaliação de interações entre componentes da formulação de 

nanocápsulas desenvolvidas, foram realizadas análises por termogravimetria (TG) e 

por calorimetria exploratória diferencial ou DSC (Differential Scanning Calorimetry).  

Realizou-se as análises por TG do Imq, da quitosana, do eudragit® L100, do 

triglicerídeo de cadeia média (TCM), da mistura física desses componentes na razão 

1:1:1:1 e da NPQTImq (nanocápsula polimérica com Imq revestida com quitosana) 

liofilizada. As curvas TG foram obtidas em módulo simultâneo TG/DTG e DTA. 

As formulações NPImq e NPQTImq liofilizadas também foram analisadas por 

DSC. Para essas análises foram pesados aproximadamente 4mg de cada amostra 

em cadinho de alumina submetidos à um intervalo de temperatura entre 30 e 500 °C, 

com taxa de aquecimento constante de 10 °C/min sob atmosfera de nitrogênio (50 mL 

por minuto). 

5.1.3.4 Difração de raios X 

Para detectar a presença de estrutura cristalina nas formulações desenvolvi-

das, os polímeros utilizados no preparo das dispersões de nanocápsulas (eudragit® 

L100 e quitosana), o Imq e as formulações NPImq e NPQTImq liofilizadas foram 

analisadas por difratometria de raios X à 40Kv e corrente de 30 mA. O ângulo de 

difração foi avaliado no intervalo de 3 e 60º, utilizando radiação CuKα como fonte de 

raios X, e comprimento de onda de 1,5406 Å. 

5.1.3.5 Espectroscopia na região do infravermelho 

Os espectros na região do infravermelho por transformada de Fourier dos 

polímeros puros (eudragit® L100 e quitosana) e de sua mistura física 1:1 foram obtidos 

na faixa espectral de 4000 a 550 cm-1, com resolução de 4 cm-1 e com 16 espectros 

por análise, em pastilhas de KBr. 

5.1.3.6 Medida de pH 

A variação do pH nas dispersões das nanocápsulas desenvolvidas foi determi-

nado 0, 7, 14, 21, 28 e 35 dias após o preparo. O eletrodo foi previamente calibrado 

em todas as medições e em seguida imerso diretamente no frasco com as amostras. 
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A leitura foi realizada a 25 °C, após estabilização do equipamento, e os valores foram 

expressos como média ± desvio-padrão (DP). 

5.1.3.7 Distribuição de tamanho e índice de polidispersão 

A determinação do diâmetro hidrodinâmico e do índice de polidispersão das 

formulações de nanocápsulas desenvolvidas foi realizada 0, 7, 14, 21, 28 e 35 dias 

após o preparo pela técnica de espectroscopia de correlação de fótons utilizando o 

equipamento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Intruments, Inglaterra). Para realização 

da análise foram utilizadas células de poliestireno de 1 cm de largura sob ângulo fixo 

de 90º. A análise foi realizada em triplicata, na temperatura de 25 °C e os valores 

foram expressos como média ± desvio-padrão (DP). 

5.1.3.8 Potencial zeta 

Para análise do potencial zeta foi utilizado o equipamento Zetasizer Nano ZS90 

(Malvern Intruments, Inglaterra) e este parâmetro foi determinado por mobilidade 

eletroforética. As formulações de nanocápsulas foram diluídas dez vezes em água 

ultrapura e em seguida o potencial zeta foi determinado em triplicata 0, 7, 14, 21, 28 

e 35 dias após o preparo, na temperatura de 25 °C. 

5.1.3.9 Solvente residual 

O nível máximo de solventes presentes permitido internacionalmente segue as 

diretrizes do guia para solventes residuais do International Conference on 

Harmonization of Technical Requirements for the Registration of Pharmaceuticals for 

Human Use (ICH). 

Os solventes utilizados nas formulações desenvolvidas neste trabalho são 

classificados, de acordo com esse guia, como classe 3, no caso da acetona e classe 

2 para o metanol. Para se determinar se as dispersões coloidais estavam de acordo 

com os limites estabelecidos, foi preparada uma solução-padrão aquosa desses sol-

ventes nas concentrações limite especificadas, de 5.000 ppm de acetona e 3.000 ppm 

de metanol. Em seguida, de 5 mL de cada formulação (NPImq e NPQTImq) recém-

preparadas foram pipetadas para vials de 20 mL. As amostras foram analisadas utili-

zando-se a cromatografia gasosa acoplada ao espectrômetro de massas (CG-MS, do 
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inglês, gas chromatography tandem mass spectrometry), de acordo com método 

descrito no Quadro 8. As áreas dos cromatogramas obtidos foram comparadas. 

 

Quadro 8 – Parâmetros cromatográficos para análise de resíduo de metanol e acetona nas 
formulações de nanocápsulas de imiquimode com e sem revestimento de quitosana. 

Método Cromatografia Gasosa 

Temperatura do forno 40 °C 

Temperatura de injeção 140 °C 

Modo de injeção Split 

Gás carreador Hélio 

Modo de controle de fluxo Velocidade linear 

Pressão 12,1 kPa 

Fluxo total 150,6 mL/min 

Fluxo na coluna 1,46 mL/min 

Velocidade linear 43,6 cm/seg 

Tempo total 26 min 

Método para Espectrometria de Massas 

Temperatura da fonte 250 °C 

Temperatura da interface 240 °C 

Solvente cut time 1,6 min 

Voltagem do detector Relativo ao resultado do tuning 

Fonte: dados da pesquisa. 

5.1.3.10 Eficiência de encapsulação 

A eficiência de encapsulação (EE%) do Imq nas dispersões coloidais desenvol-

vidas foi determinada por meio da quantificação de fármaco total e livre presente em 

cada formulação.  

Para quantificar o total de fármaco, 400 µL de cada formulação (nanocápsula 

revestida e não revestida com quitosana) foram transferidos para balões volumétricos 

de 5 mL. Em seguida, foram adicionados 2 mL de acetonitrila sobre ambas formula-

ções e os balões foram colocados em um banho de ultrassom sem aquecimento du-

rante 30 minutos. Após esse período, os balões foram aferidos com a solução de octa-

nossulfonato de sódio e acetonitrila na proporção de 55:45 e seu conteúdo filtrado em 

filtro Millipore 0,45 µm para vials. As amostras foram analisadas por CLAE, utilizando 

método já validado. Cada amostra foi analisada em triplicata. 
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Para doseamento da quantidade de fármaco livre foi utilizado o método de ultra-

filtração/centrifugação. 500 µL de cada formulação (nanocápsula revestida e não re-

vestida com quitosana) foram transferidos para unidades de ultrafiltração de 30 KDa. 

Em seguida, as amostras foram submetidas à centrifugação por 30 minutos na veloci-

dade de 4.000 rpm. 160 µL dos filtrados foram transferidos, cada um, para balões 

volumétricos de 2 mL. Em seguida, foram adicionados 0,8 mL de acetonitrila sobre as 

formulações. Os balões foram aferidos com a solução de octanossulfonato de sódio e 

acetonitrila na proporção de 55:45. As soluções foram filtradas em filtro 0,45 µm para 

vials e analisadas por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), utilizando 

método já validado. Cada amostra foi analisada em triplicata. 

A eficiência de encapsulação (EE%) foi então calculada utilizando-se a seguinte 

equação: 

100
)(

% x
totalFármaco

livreFármacototalFármaco
EE

−
=                                                 (3) 

As áreas dos picos obtidos no doseamento do fármaco livre e total foram 

comparadas as áreas de diferentes concentrações do imiquimode através de uma 

curva de calibração do fármaco em solução. As concentrações utilizadas na curva (5, 

20 e 40 µg/mL do Imq) estavam na faixa correspondente ao intervalo de concentração 

utilizado na validação do método, de 5 à 40 µg/mL. 

5.1.3.11 Estabilidade 

A caracterização óptica das formulações de nanopartículas desenvolvidas foi 

realizada com a utilização do equipamento Turbiscan® (Formulation, EUA), capaz de 

determinar a estabilidade de sistemas coloidais à longo prazo (CELIA et al., 2009). 

Fenômenos de instabilidade como floculação, coalescência, cremagem e sedimenta-

ção podem ser identificados de modo eficiente por essa técnica (OLEJNIK et al., 

2015). 

Para avaliação desses fenômenos, uma fonte de luz infravermelha pulsada (λ = 

880 nm) incide em uma cubeta contendo a formulação a ser analisada. A luz que 

atravessa a amostra é detectada por um sensor de transmissão (T) localizado a 180° 

da fonte de luz, e a luz refletida pela mesma amostra é mensurada pelo detector de 

backscattering (BS) a 45° da fonte de radiação (Figura 16). Os perfis de transmissão 

e backscattering são obtidos simultaneamente a cada 40 µm. 
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Figura 16 – Representação esquemática de detecção da luz transmitida e retroespalhada pelo 
Turbiscan Lab Expert. 

 

Fonte: adaptada de Turbiscan (2015). 

Nas análises realizadas no Turbiscan®, 15 mL da formulação recém-preparada 

foram adicionados em uma célula cilíndrica de vidro borossilicato de 55mm. A célula 

foi submetida a varreduras por feixe de luz a cada 5 minutos durante 1 hora, uma vez 

por semana, durante cinco semanas seguidas. Entre as medições as amostras foram 

armazenadas verticalmente à 25 °C e não foram manipuladas.  

A variação de backscattering (BS) foi o parâmetro avaliado, pois o perfil T foi 

próximo de 0% para todas as amostras. O perfil de BS em t = 0 foi usado como linha 

de referência e foi subtraído dos perfis obtidos nas medições subsequentes.  

Os dados foram analisados por meio do software Turbisoft® para avaliação de 

fenômenos de instabilidade como migração e variação de tamanho das partículas 

nesses sistemas. 

5.1.3.12 Estudo de liberação in vitro 

Para avaliar o perfil liberação in vitro das nanocápsulas desenvolvidas foi utili-

zado o método de difusão em membrana de diálise. 

Para o estudo, 1 mL das dispersões de nanocápsulas, 1 mL da formulação co-

mercial do Imq e o mesmo volume do Imq livre (em solução de tampão acetato pH 3,6) 

foram colocadas em um saco de diálise de 12 a 14 KDa. Todas as amostras foram 
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utilizadas na concentração de 250µg/mL de Imq. Para diluição da formulação 

comercial do Imq, disponível na concentração de 5mg do fármaco por grama do 

creme, 200mg do produto comercial foram pesados e diluídos em 40 mL de água 

purificada. A emulsão óleo em água obtida foi homogeneizada em agitador magnético 

por 30 minutos à 100 rpm obtendo-se uma concentração final de 250 µg/mL. As 

membranas de diálise foram acondicionadas em béqueres contendo 50 mL de tampão 

acetato pH 5,6. A solubilidade do Imq nessa solução foi determinada previamente. 

Esse sistema foi mantido em um agitador orbital na temperatura de 32 ºC na 

velocidade de 100 rpm durante 24 horas. Após intervalos predefinidos (5, 10, 15. 30, 

60, 90, 120, 180, 240, 300, 360, 1.440 e 1.620 minutos), alíquotas de 1 mL foram 

retiradas da solução receptora e substituídas por 1 mL do tampão afim de manter o 

volume constante e garantir a condição sink. As amostras coletadas foram filtradas 

em filtro 0,45 µm e a concentração do fármaco determinada por CLAE utilizando 

método previamente validado. 

5.1.3.13 Análise estatística 

Para comparação dos resultados das análises de tamanho, PdI, potencial zeta, 

pH e eficiência de encapsulação foi utilizado o teste T pareado, com valor de p < 0,05 

aceito para diferenças estatisticamente significativas. Para essas análises foi utilizado 

o programa GraphPad Prim® 5. 

5.2 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.2.1 Preparo de nanocápsulas contendo imiquimode 

A técnica de escolha para desenvolvimento das formulações foi a nanoprecipi-

tação ou precipitação do polímero pré-formado descrita por Fessi et al. (1989), uma 

vez que este método é simples, relativamente rápido e reprodutível (RAO; 

GECKELLER., 2011). Todas as formulações listadas na Tabela 4 foram preparadas e 

somente os testes “F” e “G” não apresentaram formação de precipitados e agregados 

visíveis. As formulações com melhores resultados foram selecionadas para dar conti-

nuidade aos estudos.  

Entre os tensoativos testados, a utilização do Poloxamer 407 na fase aquosa e 

de Span 85 na fase orgânica foi mais efetiva na obtenção de partículas de diâmetro 

reduzido comparativamente aos demais testes. A formulação com Tween 80 na 
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mesma concentração apresentou microagregados logo após o preparo o que não 

ocorreu nos testes “F” e “G”. 

A utilização da mistura acetona/metanol também levou à redução do tamanho 

das partículas formadas quando comparada ao uso somente da acetona. Uma hipóte-

se para esse resultado seria a menor velocidade de difusão da acetona com a fase 

aquosa comparada à taxa de difusão da mistura acetona e metanol, uma vez que 

quanto mais lento esse processo, mais desfavorecida é a formação de partículas 

menores (BILATI et al., 2005; YE; SQUILLANTE., 2013).  

Tabela 4 – Composição das formulações de nanocápsulas testadas. 

Formulação [Imq] µg/Ml Polímero FO 
Volume FO 

(mL) 
Volume FA 

(mL) 
Tensoativo FA 

A 250 PCL Acetona 20 40 Tween 80 

B 250 PCL Acetona 20 40 Poloxamer 407 

C 250 Eudragit Acetona 20 40 Tween 80 

D 250 Eudragit Acetona 30 40 Poloxamer 407 

E 250 Eudragit Acet/Metanol 30 40 Tween 80 

F 250 Eudragit Acet/Metanol 30 40 Poloxamer 407 

G 500 Eudragit Acet/Metanol 30 40 Poloxamer 407 

H 500 Eudragit Acet/Metanol 30 40 Tween 80 

I 625 Eudragit Acet/Metanol 30 40 Poloxamer 407 

Fonte: dados da pesquisa. 

Efeito similar foi observado no desenvolvimento de nanocápsulas de eudragit® 

RL100 contendo acetonolozida. A mistura acetona/metanol na fase orgânica levou à 

formação de partículas menores quando comparadas ao uso somente da acetona 

como solvente. Foi observado que esse efeito se correlacionava à constante dielétrica 

desses componentes, porém o mecanismo não foi elucidado (VERMA et al., 2013). 

Os perfis de difratometria a laser, bem como as imagens observadas em mi-

croscópio óptico das formulações “F” e “G” estão representados na Figura 17. Obser-

va-se que a dispersão de maior concentração do fármaco, identificada como “G” na 

Tabela 8, apresentou distribuição de tamanho bimodal com presença de agregados 

micrométricos 15 dias após armazenamento e um D [4,3] ou diâmetro médio de 

16,699 µm, enquanto a formulação de menor concentração ou “F” apresentou uma 

única população de partículas com tamanho médio de 0,237 µm. Esse resultado pode-

ria ser explicado pela supersaturação do fármaco na fase dispersante da amostra “G” 

após evaporação completa dos solventes, levando possivelmente a formação e 
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agregação de cristais simultaneamente à presença de nanocápsulas (POHLMANN et 

al., 2008). Essa hipótese é corroborada pelas imagens obtidas em microscópio óptico 

nas quais pode-se notar a presença de microagregados na formulação NPImq 

500 µg/mL, o que não ocorre em NPImq 250 µg/mL. 

 

Figura 17 – Imagens observadas em microscópio óptico e perfis de difratometria a laser das 
formulações selecionadas. 

 
NPImq = nanocápsula polimérica contendo Imq; e NPQTImq = nanocápsula polimérica contendo Imq revestida 
com quitosana. 

Fonte: dados da pesquisa. 

Resultado similar a este foi encontrado em estudos já publicados na literatura. 

Por exemplo, em 2008, Friedrich et al. (2008) avaliaram o efeito da concentração de 

dexametasona em formulações de nanocápsulas poliméricas. Nesse estudo, a 

formulação de maior concentração (1,0 mg/mL) apresentou formação de cristais 

visualizados por meio de microscopia óptica enquanto concentrações menores (0,5 e 

0,25 mg/mL) levaram a obtenção de dispersões coloidais adequadas, sem a formação 

de agregados ou de cristais do fármaco. 

Em outro trabalho, nanopartículas de PLGA contendo diferentes tipos de xanto-

nas também apresentaram formação de estruturas cristalinas apenas nos testes con-

tendo maiores concentrações do ativo. Este resultado foi associado à capacidade 
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máxima de encapsulação alcançada pela partícula desenvolvida (TEIXEIRA et al., 

2005). 

Levando em consideração os resultados apresentados, a formulação “F”, que 

apresentou aspecto opalescente, branco, homogêneo, fluido e sem a presença de 

precipitados, foi selecionada. A fotografia da formulação “F”, denominada NPImq, da 

formulação com revestimento de quitosana (NPQTImq) bem como as amostras 

placebo (sem o imiquimode) com e sem revestimento (NPQT e NP) estão 

representadas na Figura 18. 

Figura 18 – Imagens das formulações desenvolvidas. 

 
 

NPPlacebo = nanocápsula polimérica placebo; NPQTPlacebo = nanocápsula polimérica placebo revestida com 
quitosana; NPImq = nanocápsula polimérica contendo Imq; e NPQTImq = nanocápsula polimérica contendo Imq 
revestida com quitosana. 

Fonte: dados da pesquisa. 

5.2.2 Morfologia 

As fotomicrografias das NPImq e NPQTImq obtidas por MEV (Figura 19-A e 19-

B) e por MET (Figura 19-C e 19-D) permitem verificar que algumas partículas apre-

sentaram formato esférico enquanto outras tinham características amorfas. O tama-

nho observado nas imagens, em torno de 200 a 300 nm, está de acordo com os valo-

res encontrados nas medidas realizadas por DLS. 
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Figura 19 – Morfologia NPImq e NPQTImq determinada por MET  

 
NPImq = nanocápsula polimérica contendo Imq; e NPQTImq = nanocápsula polimérica contendo Imq revestida 
com quitosana. 

Fonte: dados da pesquisa. 

5.2.3 Análises térmicas 

As curvas TG/DTG e DTA obtidas dos componentes Imq, TCM (triglicerídeo de 

cadeia média), eudragit® L100, quitosana, da mistura física Imq:TCM: eudragit® 

L100:quitosana na razão de 1:1:1:1 e NPQTImq liofilizada estão representadas na 

Figura 20. Na curva TG do Imq puro (Figura 20-A) observa-se a perda de massa em 

apenas uma etapa que se inicia a 215,4 °C. A curva DTA do fármaco apresentou 

apenas um evento endotérmico, representado pelo pico descendente do gráfico, na 

temperatura de 300,4 °C, que corresponde ao intervalo de fusão para o fármaco puro, 

já descrito na literatura (RAMINEMI et al., 2013). 
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Figura 20 – Curva TG/DTG e DTA (A) Imq puro, (B) TCM, (C) eudragit® L100, (D) quitosana, (E) 
mistura física Imq:TCM:eudragit® L100:quitosana, (F)NPQTImq. 

 

 

 
NPQTImq = nanocápsula polimérica contendo Imq revestida com quitosana. 

Fonte: dados da pesquisa. 

A curva TG do TCM (Figura 20-B) indicou estabilidade térmica até cerca de 

240 °C. Após essa temperatura, observa-se a decomposição da amostra em uma 

única etapa. 

A curva DTA do eudragit® L100 (Figura 20-C) mostrou um evento endotérmico 

entre 30 e 100 °C, decorrente da perda de água superficial. Isso foi confirmado pela 

curva TG, que apresentou perda de massa de 3,7% nessa faixa de temperatura. Entre 

120 e 180 °C o polímero manteve-se estável, sem perda de massa na curva TG ou 



 

 

51 

eventos térmicos na curva DTA. Entre 180 e 260 °C observa-se perda de massa 

associada à quebra de ligações de hidrogênio intermolecular e formação de anidrido 

com eliminação de água e entre 340 e 480°C ocorre perda de massa de 85,72% 

evidenciando decomposição térmica do polimetacrilato na curva TG (RIZI et al., 2011). 

Na curva TG da quitosana (Figura 20-D) foram observados três eventos de 

perda de massa. O primeiro, entre 30 e 132 °C, com perda de massa de 10,3%, está 

associado à desidratação da amostra. Nessa faixa de temperatura a curva DTA 

apresenta um pico endotérmico relacionado ao processo de desidratação. O segundo 

evento na curva TG, entre 260 e 340 °C, apresentou perda de massa de 37,5% e está 

relacionado à decomposição da quitosana, representado na curva DTA pelo pico 

exotérmico em 312,7 °C. O terceiro evento na curva TG também é relativo à 

decomposição do polímero e apresentou perda de massa de 12,2%, entre 337 e 

500 °C (SANTOS et al., 2003).  

Para a mistura física (Figura 20-E) foram observados três eventos de perda de 

massa, o primeiro, entre 30 e 144 °C possivelmente está associado à perda de água 

superficial dos componentes misturados uma vez que a eliminação da água também 

foi observada nas curvas da quitosana (Figura 20-D) (Δm = 10,31%) e do eudragit® 

L100 (Figura 20-C) (Δm = 3,67%) puros, na mesma faixa de temperatura. O segundo 

evento de perda de massa na mistura física ocorre na faixa de temperatura entre 240 

e 362 °C, e pode estar relacionado a perda de água intermolecular do eudragit® L100 

(RIZI et al., 2011), e também à decomposição do TCM, que ocorrem no mesmo 

intervalo de temperatura e são processos endotérmicos, observados na curva DTA do 

eudragit ® L100 e TCM puros e na curva DTA da mistura física. Nesse intervalo de 

temperatura também ocorre a degradação da quitosana, evidenciada pelo pico 

exotérmico da curva DTA em 313,2 °C que também é observado na curva da 

quitosana pura (Figura 20-D) (SANTOS et al., 2003).  

O terceiro evento de perda de massa observado na curva TG da mistura física, 

entre 362 e 487 °C, pode estar associado tanto à decomposição térmica do eudragit® 

L100 como à decomposição final da quitosana, que ocorrem no mesmo intervalo de 

temperatura.  

Para a NPQTImq (Figura 20-F) são observados dois eventos de perda de 

massa, o primeiro entre 260 e 340 °C pode indicar, assim como na mistura física, 

eliminação de água ligada do eudragit® L100 (RIZI et al., 2011) ou degradação do 
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TCM. No entanto o evento exotérmico referente à decomposição da quitosana tem 

seu pico deslocado para uma temperatura maior (de 313 para 480 °C), sugerindo 

interação da quitosana e os demais componentes na forma de dispersão coloidal. 

Para confirmar a hipótese de interação entre a quitosana e os demais com-

ponentes, foi realizada análise de DSC das formulações com e sem a quitosana 

(Figura 21). 

Figura 21 – Curvas DSC das formulações NPImq (acima) e NPQTImq. 

 
NPImq = nanocápsula polimérica contendo Imq; e NPQTImq = nanocápsula polimérica contendo Imq revestida 
com quitosana. 

Fonte: dados da pesquisa. 

Pode-se observar que a curva DSC da formulação contendo quitosana apre-

senta um pico endotérmico em 120 °C que está ausente na curva da formulação sem 

esse componente, e também ausente na curva DTA da quitosana pura, o que é um 

forte indício de interação entre esse polímero e o restante da formulação. 

5.2.4 Difração de raios X 

Os picos bem definidos do Imq obtido nas análises por difração de raio X podem 

ser observados na Figura 22 e são atribuídos à estrutura altamente cristalina desse 

fármaco (GUPTA et al., 2014). Nos difratogramas tanto do eudragit® L100 como da 
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quitosana, não se notam picos bem delimitados, indicativo de que esses polímeros 

apresentam estrutura amorfa. 

Figura 22 – Difratometria de raios X do imiquimode puro, eudragit® L100 e quitosana. 

 
Fonte: dados da pesquisa. 

Um padrão associado às estruturas amorfas também pôde ser observado nas 

dispersões coloidais liofilizadas, NPImq e NPQTImq na Figura 23, cujo perfil não apre-

senta picos bem definidos, o que é um indício de que o método de preparação das 

formulações causa amorfização do fármaco. Não foi observada nenhuma diferença 

entre os difratogramas das amostras NPImq e NPQTImq, não confirmando, assim, a 

interação observada por DSC. Isso é justificável pelo fato de que a difração de raios X 

é útil para o estudo de material cristalino, e pode-se observar pelos difratogramas que 

ambas as amostras são amorfas. 

Resultados similares foram encontrados por WU e colaboradores (2008) na 

caracterização de nanopartículas compostas por eudragit® E e por álcool polivinílico 

(PVA) contendo quercetina. Os difratogramas obtidos das partículas liofilizadas nesse 

estudo não apresentaram picos característicos de estrutura cristalina o que foi 

atribuído à encapsulação da quercetina e, ou, sua dispersão na matriz polimérica 

eudragit-PVA. Adibikia et al. (2011) observaram esse mesmo efeito em nanopartículas 

de eudragit® RS100 contendo naproxeno, sendo o padrão de difração dessas 

dispersões um forte indício da dispersão do fármaco nesses nanocarreadores. 
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Figura 23 – Difratometria de raios X das formulações NPImq e NPQTImq. 

 

Fonte: dados da pesquisa. 

5.2.5 Espectroscopia na região do infravermelho 

Os espectros na região do infravermelho (IV) obtidos dos polímeros puros e de 

sua mistura 1:1 estão indicados na Figura 24. O espectro do eudragit® L100 apresenta 

uma banda larga, característica do estiramento de grupos hidroxila (O-H) na faixa de 

número de onda entre 3509 e 3109 cm -1, duas bandas características de 

grupamentos metil e metileno (C-H) em 3009 e 2958 cm -1, uma banda intensa em 

1713 cm -1, característica do estiramento assimétrico do grupo carbonila (C=O) e duas 

bandas relativas ao estiramento assimétrico de ligações éster (C-O) em 1263 e 1157 

cm -1. 

A quitosana apresenta bandas características de estiramento simétrico e 

deformação angular de grupos amino (NH2) em 3421 e 1593 cm-1, respectivamente, 

além do estiramento de grupamentos amida (NH) em 1620 cm -1. Na mistura 1:1 dos 

dois polímeros, os picos referentes aos grupamentos NH2 da quitosana em torno de 

3421 cm -1, bem como as bandas referentes ao C=O e ligações C-O do eudragit® L100, 

permanecem no espectro. No entanto, a banda característica da deformação da amina 

primária, em 1593 cm -1, da quitosana não é observada o que possilvelmente ocorreu 
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devido ao deslocamento desse pico para região de menor frequência. Esse resultado 

poderia ser atribuído a ligações de hidrogênio intermoleculares entre os grupos 

carboxílicos do eudragit® L100 e o NH2 da quitosana, já descrita em estudos prévios e 

atribuída à interação eletrostática entre esses grupamentos e à miscibilidade entre os 

dois polímeros (THAKRAL et al., 2010; HAQUE et al., 2012; FAISAL et al., 2018). 

Dessa forma, os dados obtidos indicam a presença de interações entre os polímeros 

analisados confirmando a interação observada através da DSC no presente trabalho. 

Figura 24 – Espectro IV dos polímeros eudragit® L100 e quitosana puros e das misturas 1:1.  
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Fonte: dados da pesquisa. 

5.2.6 pH 

 Para as NPPlacebo, NPImq e NPQTImq não ocorreram variações nos valores 

de pH estatisticamente significativas ao longo do período avaliado (Tabela 5). No 

entanto, a formulação sem o fármaco e com o revestimento catiônico apresentou uma 

variação relevante no intervalo de 35 dias. Essa variação pode estar associada à 

redução do pH no meio circundante que resultaria na protonação dos grupos carboxí-

licos (PROIKAKIS et al., 2006) do eudragit® L100 levando ao enfraquecimento da inte-

ração com a quitosana, observada nos estudos de DSC e IV. Uma vez que os 
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polímeros utilizados são ácido e base fracos, seu grau de ionização irá depender do 

pH do meio (CALIJA et al., 2015). 

Pode-se observar também que a incorporação do Imq às nanocápsulas resul-

tou aumento do pH em ambas dispersões coloidais, com e sem revestimento de quito-

sana, o que pode estar relacionado às interações do fármaco com os polímeros utiliza-

dos e ao fato do Imq ser considerado uma base fraca, com pka de 7,3 (TELÒ et al., 

2016; JIMÉNEZ-SÁNCHEZ., 2015). Além disso, as NP revestidas obtiveram um valor 

mais baixo de pH quando comparados ao valor das NP não revestidas o que pode ser 

atribuído a utilização de ácido acético diluído para solubilização da quitosana no 

preparo do revestimento (VIEIRA et al., 2016). 

Tabela 5 – Valores de pH obtidos para NP desenvolvidas nos intervalos de 0, 7, 14, 21, 28 e 35 dias 
após preparo 

Tempo 
(dias) 

NPPlacebo 
(pH ± DP) 

NPQTPlacebo 
(pH ± DP) 

NPImq              
(pH ± DP) 

NPQTImq       
(pH ± DP) 

0 4,57 ± 0,04 3,29 ± 0,02* 5,41 ± 0,09 3,74 ± 0,03 

7 4,59 ± 0,08 3,30 ± 0,06 5,32 ± 0,06 3,74 ± 0,02 

14 4,50 ± 0,08 3,33 ± 0,06 5,37 ± 0,06 3,83 ± 0,01 

21 4,62 ± 0,09 3,43 ± 0,02 5,36 ± 0,05 3,89 ± 0,03 

28 4,54 ± 0,16 3,39 ± 0,15 5,38 ± 0,06 3,88 ± 0,03 

35 4,34 ± 0,03 3,43 ± 0,03* 5,41 ± 0,05 3,83 ± 0,18 

p valor 0,819 0,013 0,511 0,195 

* Valores que apresentam diferença estatisticamente significativa considerados para p < 0,05. 

DP = desvio-padrão; n = 3; NPPlacebo = nanocápsula polimérica placebo; NPQTPlacebo = nanocápsula polimérica 
placebo revestida com quitosana; NPImq = nanocápsula polimérica contendo Imq; e NPQTImq = nanocápsula 
polimérica contendo Imq revestida com quitosana. 

Fonte: dados da pesquisa. 

5.2.7 Distribuição de diâmetro e índice de polidispersão (IP) 

O diâmetro e o IP das formulações desenvolvidas estão representados na 

Tabela 10 e os gráficos relativos à distribuição do tamanho das amostras no dia de 

preparo e após 35 dias estão indicados na Tabela 6 e nas Figuras 25 e 26.  

A espectroscopia de correlação de fótons é um método eficaz na determinação 

de fenômenos como inchamento, dissolução e cinética de erosão de nanopartículas. 

Isso pode ser com base no princípio de que durante o inchamento do polímero, o 

tamanho das partículas aumenta e no caso de erosão ou dissolução ocorre aumento 
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significativo no valor do índice de polidispersão (IP) além de redução no diâmetro 

(SAHLE et al., 2017).  

 

Tabela 6 – Valores de diâmetro hidrodinâmico e índice de polidispersão obtidos para as dispersões 
desenvolvidas nos intervalos de 0, 7, 14, 21, 28 e 35 dias após preparo. 

Tempo 
(dias) 

NPPlacebo NPQTPlacebo NPImq NPQTImq 

Diâmetro 
(nm± DP) 

IP±DP 
Diâmetro 
(nm ± DP) 

IP±DP 
Diâmetro 
(nm ± DP) 

IP±DP 
Diâmetro 
(nm±DP) 

IP±DP 

0 230,2±10,9 0,101±0,01 264,3±9,5 0,162±0,04 249,3±12,6 0,123±0,06 287,0±22,4 0,184±0,01 

7 226,2±7,5 0,091±0,02 250,7±5,1 0,108±0,03 245,4±14,5 0,117±0,03 287,2±27,9 0,173±0,03 

14 225,0±10,3  0,103±0,04 260,8±9,4 0,163±0,02 250,0±15,4 0,104±0,01 288,6±26,9 0,191±0,03 

21 226,2±11,2 0,137±0,01 261,7±6,4 0,181±0.02 248,1±14,4 0,115±0,01 283,6±30,8 0,154±0,03 

28 222,4±11,8 0,144±0,0 256,8±4,6 0,170±0.04 242,5±12,2 0,08±0,03 286,1±30,3 0,135±0,05 

35 226,7±15,1  0,109±0,1 260,3±7,6 0,147±0.04 247,1±13,8 0,09±0,05 290,8±26,6 0,161±0,03 

p valor 0,2209 0,2168 0,9866 0,606 0,403 0,0831 0,6508 0,1266 

* Valores que apresentam diferença estatisticamente significativa considerados para p < 0,05. 

DP = desvio-padrão; n = 3; NPPlacebo = nanocápsula polimérica placebo; NPQTPlacebo = nanocápsula polimérica 
placebo revestida com quitosana; NPImq = nanocápsula polimérica contendo Imq; e NPQTImq = nanocápsula 
polimérica contendo Imq revestida com quitosana. 

Fonte: dados da pesquisa. 
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Figura 25 – Curvas de distribuição de tamanho das formulações desenvolvidas após preparo. 

 

 
NPPlacebo = nanocápsula polimérica placebo; NPQTPlacebo = nanocápsula polimérica placebo revestida com 
quitosana; NPImq = nanocápsula polimérica contendo Imq; e NPQTImq = nanocápsula polimérica contendo Imq 
revestida com quitosana. 

Fonte: dados da pesquisa. 
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Figura 26 – Curvas de distribuição de tamanho das formulações desenvolvidas 35 dias após preparo. 

 
NPPlacebo = nanocápsula polimérica placebo; NPQTPlacebo = nanocápsula polimérica placebo revestida com 
quitosana; NPImq = nanocápsula polimérica contendo Imq; e NPQTImq = nanocápsula polimérica contendo Imq 
revestida com quitosana. 

Fonte: dados da pesquisa. 

 

Durante o período avaliado não ocorreram variações estatísticamente 

significativas em ambos parâmetros, diâmetro e índice de polidispersão das 

formulações, o que poderia ser atribuído a ausência dos fenômenos citados ao longo 

de 35 dias. Além disso, o valor do IP em todas as medições foi inferior à 0,2 o que 

sugere distribuição unimodal e homogênea das nanocápsulas (WU et al., 2011). 

Observou-se também que o revestimento com quitosana resultou aumento do 

tamanho médio das partículas quando comparadas às não revestidas o que pode 

estar associado a adsorção do polímero catiônico à superfície das nanocápsulas de 

eudragit® L100, carregadas negativamente. Resultado semelhante foi encontrado em 

estudos realizados anteriormente: em estudo realizado por Varshosaz et al. (2014), 

nanopartículas de poli[(etileno)-co-(acetato de vinila)] contendo carvedilol foram 

revestidas com diferentes concentrações de quitosana (0,2, 0,4 e 0,6% p/v) diluída em 

ácido acético 2% (v/v). Nesse estudo foi observado aumento do diâmetro das 

partículas revestidas comparadas às formulações sem revestimento (VARSHOSAZ et 

al., 2014). 
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Resultado similar também foi encontrado em nanolipossomas contendo 

alfacipermetrina e etofenprox. Ao avaliar o efeito do revestimento de quitosana no 

tamanho dessas nanopartículas foi observado aumento estatisticamente significativo 

do diâmetro dos nanocarreadores revestidos em comparação aos sem revestimento 

(BANG et al., 2011). 

Em outro trabalho, o revestimento de quitosana (0,25% p/v) em nanocápsulas 

de policaprolactona ou de ciclodextrina também promoveu o aumento do tamanho de 

ambas partículas. Esse resultado foi atribuído à adsorção das moléculas de quitosana 

ao redor da superfície das nanocápsulas desenvolvidas (ÜNAL et al., 2015). 

5.2.8 Potencial zeta 

Os valores de potencial zeta medidos após preparo e em 7, 14, 21, 28 e 35 dias 

de todas as formulações estão apresentados na Tabela 7. As Figuras 27 e 28 repre-

sentam os gráficos dos valores de potencial zeta no dia de preparo e 35 dias após 

preparo. Nenhuma das amostras apresentou variação estatisticamente significativa no 

valor desse parâmetro no período avaliado. As nanopartículas não revestidas, tanto a 

placebo como a que possui o fármaco incorporado, apresentaram potencial zeta 

negativo o que seria esperado devido a presença de grupos carboxílicos expostos nas 

extremidades da cadeia polimérica do eudragit® L100 (CETIM et al., 2010). Entretanto, 

a incorporação do Imq a esse sistema resultou na redução do valor do potencial zeta, 

o que poderia ser atribuído à adsorção do fármaco ao polímero. 
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Tabela 7 – Potencial zeta das dispersões de nanopartículas 35 dias após preparo. 

Tempo 
(dias) 

NPPlacebo NPQTPlacebo NPImq NPQTImq 

Potencial zeta 
±DP 

Potencial Zeta 
±DP 

Potencial Zeta 
±DP 

Potencial Zeta 
±DP 

0 -28,5 ± 1,8 +13,6 ± 1,8 -40,1 ± 3,7 +11,3 ± 0,5 

7 -28,7 ± 0,7 +14,8 ± 0,6 -34,7 ± 0,6 +10,1 ± 0,4 

14 -26,3 ± 1,9 +15,2 ± 1,0 -39,9 ± 2,0 +10,5 ± 0,5 

21 -29,4 ± 0,3 +11,8 ± 0,3 -41,3 ± 4,4 +10,5 ± 0,0 

28 -27,0 ± 2,8 +14,0 ± 1,5 -34,8 ± 4,5 +11,4 ± 0,5 

35 -27,3 ± 2,6 +13,4 ± 1,0 -34,6 ± 1,8 +11,2 ± 1,1 

Pvalor 0,4900 0,5648 0,3881 0,5734 

* Valores que apresentam diferença estatisticamente significativa considerados para p<0,05. 

DP = desvio-padrão; n = 3; NPPlacebo = nanopartícula polimérica placebo; NPQTPlacebo = nanopartícula poli-
mérica placebo revestida com QT; NPImq = nanopartícula polimérica contendo Imq; e NPQTImq = nanopartícula 
polimérica contendo Imq revestida com quitosana. 

Fonte: dados da pesquisa. 

As nanopartículas revestidas com quitosana apresentaram potencial zeta posi-

tivo o que pode estar associado ao excesso de grupos -NH2 protonados na quitosana 

em comparação com os grupos -COOH desprotonados do eudragit® L100 (CALIJA et 

al., 2015), o que sugere que as partículas foram efetivamente revestidas. A interação 

entre esses dois polímeros, eudragit® L100 e quitosana, pode ter ocorrido esponta-

neamente por meio de interações iônicas entre as cargas opostas de ambos, forman-

do compostos polieletrolíticos, já descritos em estudos prévios (van der GUCHT et al., 

2011; CALIJA et al., 2015). 
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Figura 27 – Potencial zeta das dispersões de nanopartículas após o preparo. 

 
NPPlacebo = nanocápsula polimérica placebo; NPQTPlacebo = nanocápsula polimérica placebo revestida com 
quitosana; NPImq = nanocápsula polimérica contendo Imq; e NPQTImq = nanocápsula polimérica contendo Imq 
revestida com quitosana. 

Fonte: dados da pesquisa. 
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Figura 28 – Potencial zeta das dispersões de nanopartículas 35 dias após o preparo. 

 
NPPlacebo = nanocápsula polimérica placebo; NPQTPlacebo = nanocápsula polimérica placebo revestida com 
quitosana; NPImq = nanocápsula polimérica contendo Imq; e NPQTImq = nanocápsula polimérica contendo Imq 
revestida com quitosana. 

Fonte: dados da pesquisa. 

5.2.9 Solvente residual 

Os cromatogramas obtidos na análise do padrão de 5.000 ppm de acetona e 

de 3.000 ppm de metanol bem como das formulações de NP estão representados na 

Figura 29 e as respectivas áreas dos picos estão indicadas na Tabela 8. 

A acetona e o metanol foram identificados nos cromatogramas de acordo com 

o tempo de retenção associado a cada solvente no banco de dados do equipamento. 

O metanol apresentou um tempo de retenção médio de 2,040 min enquanto para a 

acetona esse tempo foi de 3,319 minutos.  
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Figura 29 – Cromatogramas obtidos na análise por cromatografia gasosa do padrão de 5.000 ppm de 
acetona e 3.000 ppm de metanol e das formulações de nanopartículas desenvolvidas. 

 
 

 
Fonte: dados da pesquisa. 

Tabela 8 – Áreas obtidas na análise por cromatografia gasosa do padrão de 5.000 ppm de acetona e 
3.000 ppm de metanol e das formulações de nanopartículas desenvolvidas 

 Metanol (mAU) Acetona (mAU) 

Solução-padrão 11011517 7114818 

NPImq 3968 2181 

NPQTImq - - 

Fonte: dados da pesquisa. 

Ao comparar as áreas dos picos das soluções padrão de metanol e acetona 

com às áreas desses solventes nas amostras, observa-se que para a NPImq o valor 

é significativamente inferior aos limites estabelecidos pelo guia de segurança utilizado 

como referência e para NPQTImq os cromatogramas se aproximam da linha de base 

nos tempos de retenção dos solventes analisados não sendo possível, nesse caso, 

quantificar as áreas dos picos. 



 

 

65 

Desse modo, pode-se inferir que os resíduos de acetona e metanol, utilizados 

no preparo das formulações, estão bem abaixo das especificações de segurança 

preconizadas (Guia para solventes residuais do International Conference on 

Harmonization of Technical Requirements for the Registration of Pharmaceuticals for 

Human Use, ICH., 2016).  

5.2.10 Eficiência de encapsulação 

A eficiência de encapsulação das nanocápsulas foi de 92,5%±0,4 para as 

NPImq e 88,6% ± 2,3, para NPQTImq. 

A menor eficiência de encapsulação, observada para NP revestidas com 

quitosana, quando comparada à dispersão coloidal sem revestimento pode ser 

associada ao pH mais ácido dessa formulação devido ao uso de ácido acético diluído 

utilizado para solubilizar a quitosana. Em pH ácido o Imq pode tornar-se mais solúvel 

uma vez que o composto é considerado uma base fraca (TELÒ et al., 2016), o que 

poderia modificar a partição do fármaco na formulação.  

5.2.11 Caracterização ótica por espalhamento múltiplo de luz 

Os gráficos obtidos das análises de caracterização óptica por espalhamento 

múltiplo da luz estão apresentadas na Figura 30. Variações de Δ Backscattering na 

base da cubeta (a altura da cubeta está indicada no eixo das abcissas), representam 

fenômenos de sedimentação, alterações no topo da célula de análise determinam 

fenômeno de cremagem e mudanças no meio do espectro estão relacionadas à 

modificação do tamanho das nanopartículas que podem ocorrer devido à coalescência 

ou à floculação (PANDO et al., 2013). 

Todas as amostras exibiram variação positiva no gráfico de Δ Backscattering, 

observada como picos ascendentes, tanto na base, como no topo da cubeta. Esse 

perfil indica que houve um discreto aumento da concentração de partículas na base e 

no topo na célula contendo a amostra ao longo das 5 semanas de análise. No meio 

da célula, os espectros (ΔBS) apresentaram elevada sobreposição, com uma variação 

inferior à 2%, indicando que não ocorreram mudanças significativas no tamanho das 

partículas o que corrobora com as análises de tamanho realizadas durante o mesmo 

intervalo de tempo (OLEJNIK et al., 2015). Nenhuma das variações detectadas foi 
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superior a 10%, o que sugere que não ocorreram processos de desestabilização irre-

versíveis e que foram obtidas formulações estáveis (PANDO et al., 2013). 

Figura 30 – Perfis de retroespalhamento das formulações de NP analisadas pelo equipamento 
Turbiscan Lab®, no período de até 35 dias após o preparo. 

 

Fonte: dados da pesquisa. 

5.2.12 Estudo de liberação in vitro 

Os estudos de solubilidade necessários para definição das condições de 

realização do estudo de liberação in vitro mostraram que a solubilidade do Imq em 

tampão acetato pH 5,6, similar ao pH da superfície cutânea, foi de 42,1 µg/mL. Esse 

resultado foi considerado para que a manutenção da condição sink do sistema fosse 

mantida durante todo o ensaio.  

O perfil de liberação do Imq a partir das NP está representado na Figura 31. 

Nos primeiros 15 minutos do início do estudo, tanto a NPImq quanto NPQTImq não 

apresentaram diferenças estatisticamente significativas (p < 0,05) na liberação do Imq 
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comparada à curva do fármaco em solução. Esse resultado pode ser atribuído tanto à 

fração de fármaco não encapsulado, livre no meio dispersante, quanto à presença de 

Imq adsorvido na superfície das partículas e liberado mais rapidamente.  

Figura 31 – Perfis de liberação in vitro do Imq em solução, Imq comercial, NPImq e NPQTImq. 
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n = 3; NPPlacebo = nanopartícula polimérica placebo; NPQTPlacebo = nanopartícula polimérica placebo 
revestida com quitosana; NPImq = nanopartícula polimérica contendo Imq; e NPQTImq = nanopartícula 
polimérica contendo Imq revestida com quitosana. 

Fonte: dados da pesquisa. 

A rápida liberação inicial de substâncias carreadas por meio de NP também foi 

observada em estudos anteriores e foi atribuída a adsorção do ativo na superfície dos 

sistemas (CETIM et al., 2010; EL-NAHAS et al., 2017) ou às moléculas de fármaco 

encapsuladas próximas a superfície do nanocarreador (CETIM et al., 2010). 

A liberação do Imq pelas NP revestidas e não revestidas também foi mais lenta 

(p<0,05) do que a liberação da molécula no produto comercializado a partir do tempo 

de 60 minutos do início do estudo, indicando que tais formulações apresentaram maior 

controle na liberação do ativo. O Imq em solução foi completamente liberado em 180 

minutos, a formulação comercial, em 300 minutos apresentou 80% de liberação do 

fármaco enquanto, nesse mesmo tempo, a NPImq e NPQTImq exibiram 56 e 64%, 

respectivamente, de liberação.  

Em trabalho anterior utilizando nanopartículas de PLGA e eudragit® L100 em 

diferentes razões, a liberação do ativo carreado (diclofenaco de sódio) foi associada 

ao intumescimento e erosão do polímero de metacrilato em tampão pH 6,8, utilizado 

como meio receptor. Esses processos, diretamente relacionados à velocidade de 
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liberação do fármaco, ocorreriam em virtude da desprotonação dos grupamentos de 

ácido carboxílico no eudragit® L100 em pH específico. A ionização desses 

grupamentos ocasionaria repulsão eletrostática entre as cadeias poliméricas do 

eudragit® L100 levando ao intumescimento, à erosão do polímero e, 

consequentemente, à liberação do fármaco (CETIN et al., 2010). 

No presente estudo o pH do meio receptor foi de 5,6, próximo ao pH de dis-

solução do eudragit® L100, pH 6, sugerindo que o intumescimento e erosão do 

polímero através dos mecanismos citados poderiam resultar no perfil de liberação 

encontrado para o Imq. 

Para NPQTImq observou-se liberação mais rápida que NPImq (p<0,05), o que 

poderia ser ocasionado pela menor eficiência de encapsulação da NP revestida. A 

maior quantidade de fármaco no meio dispersante promoveria, desse modo, a difusão 

inicial mais rápida do ativo através da membrana de diálise. 

5.3 CONCLUSÃO 

O Imq foi encapsulado em NP poliméricas de eudragit® L100, com e sem 

revestimento de quitosana, preparadas pelo método de precipitação do polímero pré-

formado. Os estudos de caracterização realizados mostraram que não foram 

detectadas estruturas cristalinas nas formulações NPImq e NPQTImq pela difratometria 

de raios X, sugerindo dispersão completa do fármaco na matriz polimérica e núcleo 

oleoso das partículas. Foram detectadas interações entre a quitosana e os demais 

componentes da formulação por meio das análises de DSC e IV, sendo estas 

possivelmente de cárater eletrostático. O tamanho das partículas dentro da escala 

nanométrica foi confirmado pela técnica de espalhamento dinâmico da luz e pelas 

imagens obtidas por microscopia eletrônica de varredura e de transmissão. 

As formulações desenvolvidas contendo o fármaco, NPImq e NPQTImq, não 

apresentaram alterações estatisticamente significativas de pH, tamanho, índice de 

polidispersão, potencial zeta além de ausência fenômenos de instabilidade durante o 

período de 35 dias. No ensaio de liberação in vitro as dispersões NPImq e NPQTImq 

tiveram o fármaco liberado no meio receptor no intervalo de 24 horas, enquanto o 

fármaco em solução foi liberado em 3 horas sugerindo potencial das nanocápsuas 

desenvolvidas para uso em sistemas de liberação sustentada do Imq. 
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6 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIANGIOGÊNICA DE 

NANOPARTÍCULAS CONTENDO IMIQUIMODE 

6.1. MATERIAL E MÉTODOS 

6.1.1 Material 

 Ovos da espécie Gallus domesticus, imiquimode (Glenmark Generic LTD, 

Índia), copolímero de polimetacrilato, massa molecular 125.000 g/mol (eudragit® L100, 

Evonik, Brasil), quitosana de baixa massa molecular 50.000-190.000 g/mol (Sigma 

Aldrich, Brasil), miristato de isopropila (Sigma Aldrich, Brasil), triglicerídeos dos ácidos 

cáprico e caprílico (Polytechno, Brasil), triolato de sorbitano (Span® 85,Sigma Aldrich, 

Brasil), copolímero de polioxietileno-polioxipropileno (Poloxamer 407,BASF, Alemanha), 

polissorbato 80 (Merck, Alemanha), creme de imiquimode comercial (Modik, Germed, 

Brasil). 

6.1.2 Equipamentos 

Incubadora de ovos de galinha, estereomicroscópio (Olympus; EUA), sistema 

de purificação de água RiOs® (Millipore, EUA), balança analítica (Sartorious, Alema-

nha), zetasizer nano ZS90 (Malvern Intruments, Inglaterra).  

6.1.3 Método 

6.1.3.1 Atividade antigiogênica em membrana corioalantoica (CAM) de ovo de 

galinha 

A atividade antiangiogênica das formulações das NP desenvolvidas foi avaliada 

por ensaio em membrana corioalantoica de embriões de galinha da espécie Gallus 

domesticus. 

No dia de chegada dos ovos ao laboratório, correspondente ao terceiro dia de 

desenvolvimento embrionário, foi aberto um orifício de cerca de 1,5 cm de diâmetro 

na casca de todos os ovos. Em seguida, a membrana da casca foi retirada cuidadosa-

mente e a abertura foi coberta com fita adesiva transparente. Os ovos foram mantidos 

em incubadora à 37 ºC (Figura 32). 
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Figura 32 – Representação esquemática do ensaio em CAM. 

 

Fonte: dados da pesquisa. 

Após 48 horas de incubação, ou quinto dia de desenvolvimento embrionário, 

aplicou-se sobre a membrana coriolantoica, 20 µL das formulações a serem testadas: 

NPplacebo, NPQTplacebo, NPImq (250 µg/mL), NPQTImq (250 µg/mL). Como 

controle positivo utilizou-se o creme de Imq comercial na mesma concentração das 

formulações desenvolvidas (250 µg/mL). Para a diluição do produto comercial, 

disponível na concentração de 5mg de Imq por grama de creme, 200mg do Imq 

comercial foram pesados e diluídos em 40 mL de água purificada atingindo a 

concentração final de 250 µg/mL. A emulsão comercial óleo em água obtida foi 

homogeneizada em agitador magnético durante 30 minutos à 100rpm. Como controle 

negativo foi utilizada uma solução de PBS, pH 7,4. Para cada grupo foi utilizado um 

n = 12. O local de aplicação foi demarcado com um disco de papel de filtro esterilizado 

de 0,5 cm de diâmetro e os ovos foram novamente cobertos com fita adesiva e 

incubados por mais 48 horas (até o sétimo dia de desenvolvimento embrionário) 

(Figura 32). 

No sétimo dia de desenvolvimento embrionário ou quinto dia de incubação, as 

membranas corioalantoicas de todos os ovos foram retiradas e fotografadas com 

auxílio de um microscópio estereoscópico conectado a um sistema de câmera. A 

quantificação dos vasos foi realizada através do programa Image J. 
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As membranas tratadas com PBS, creme de Imq comercial diluído, NPImq e 

NPQTImq foram fixadas em formaldeído a 10%, emblocadas em parafina, cortadas a 

5 µm e coradas em soluções de hematoxilina e eosina. Nas lâminas obtidas avaliou-

se a presença e, ou, ausência de vasos sanguíneos. 

Com o objetivo de verificar a estabilidade das NP em pH próximo ao pH dos 

ovos (entre 7 e 7,6) (REIJRINK et al., 2008; RÊGO et al., 2012), 1 mL das formulações 

NPImq e NPQTImq foi diluído em PBS pH 7,4 na razão 1:10. Nos tempos 0 e 48 horas 

(período em que a formulação fica em contato com a membrana corioalantoica), o 

diâmetro médio das formulações diluídas foi determinado por espectroscopia de 

correlação de fótons. Foi avaliada também a variação do potencial zeta da dispersão 

NPQTImq a medida que o pH do meio dispersante se torna básico através da titulação 

pH versus potencial zeta dessa formulação utilizando uma solução de NaOH na 

concentração de 0,2mol/L como titulante. 

6.1.3.2 Análise estatística 

Para avaliar a relação entre os dados dos grupos testados, utilizou-se o teste 

estatístico de Tukey (Análise de variância – ANOVA). O valor de p foi considerado 

significativo quando menor que 0,05. 

6.2 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Os resultados referentes ao percentual de vasos para cada grupo testado estão 

indicados na Figura 33. Tanto a formulação comercial diluída como a NPImq reduzi-

ram significativamente a proporção de vasos sanguíneos da CAM em relação ao gru-

po controle. As NP contendo Imq levaram à diminuição de 70,6% dos vasos da 

membrana, sendo também a única dispersão que apresentou efeito antiangiogênico 

superior ao obtido pela formulação comercial, de cerca de 24,2%. A NPPlacebo não 

apresentou diferença estatisticamente significativa do grupo controle, sugerindo que 

a redução de vasos verificada no grupo NPImq ocorreu devido apenas à presença do 

fármaco. 

A ação antiangiogênica do Imq ocorre devido a indução de citocinas antiangio-

gênicas como a IL-12, que atua na redução da produção celular de fatores proangiogê-

nicos como bFGF e VEGF, inibe a motilidade e invasão vascular (LI et al., 2005), e 

induz a apoptose de células endoteliais (LI et al., 2005; KUZNETSOVA et al., 2012; 
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TREMAINE et al., 2012). Estes mecanismos poderiam explicar os resultados obtidos 

nos grupos tratatos com Imq Comercial e NPImq. 

Figura 33 – Percentual de vascularização em ensaio de CAM para Imq comercial diluído e 
formulações desenvolvidas. 
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* Valores que apresentam diferença estatisticamente significativa em relação ao controle; *a = valores 
que apresentam diferença estatisticamente significativa em relação ao Imq comercial; n=12; NPPlacebo 
= nanopartícula polimérica placebo; NPQTPlacebo = nanopartícula polimérica placebo revestida com 
quitosana; NPImq = nanopartícula polimérica contendo Imq; e NPQTImq = nanopartícula polimérica 
contendo Imq revestida com quitosana. 
Fonte: dados da pesquisa. 

A veiculação do Imq em NP não revestidas proporcionou um aumento de cerca 

de três vezes do efeito inibidor de formação de vasos em relação ao Imq comercial, 

sugerindo que esse sistema possa ter promovido maior internalização do fármaco nas 

células e camadas da CAM e consequentemente, maior efeito antiangiogênico. O 

aumento da captação celular/tecidual de fármacos pouco solúveis veiculados através 

de nanopartículas é relatado na literatura, sendo atribuído principalmente à elevada 

relação área/superfície desse tipo de partícula, capaz de melhorar a adsorção e 

controlar a dissolução desses compostos (LAI et al., 2016). 

Outros estudos também relatam o aumento da atividade antiangiogênica de 

alguns fármacos quando encapsulados em nanocarreadores. Nanoesferas poliméri-

cas carreando paclitaxel e endostatina apresentaram maior efeito antiproliferativo em 

células endoteliais do cordão umbilical humano, comparado ao mesmo efeito desses 

fármacos em sua forma livre. Esse resultado foi associado à redução de reações de 

oxidação e degradação enzimática promovida pela encapsulação dos ativos em 

nanocarreadores e a sua liberação sustentada (HAMMADY et al., 2009). 
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Nanopartículas contendo magnolol, composto isolado da Magnolia officinalis, e 

com propriedades antioxidantes e antiproliferativas, demonstraram melhor eficiência 

de captação em células musculares lisas vasculares comparada a sua forma livre. 

Esses dados foram atribuídos a liberação controlada do ativo através da parede poli-

mérica das nanopartículas que funcionou como barreira à liberação do magnolol, o 

que não ocorreu com o fármaco livre, rapidamente metabolizado (WANG et al., 2011). 

Este efeito também é confirmado nas imagens representativas dos grupos tra-

tados e controle obtidas por estereomicroscopia (Figura 34). No grupo controle, obser-

va-se ampla vascularização da CAM com presença de vasos de grande calibre na 

imagem obtida pelo estereomicroscópio. Esse resultado corrobora com as imagens 

histológicas em aumentos de 40 e 100x, nas quais se notam vasos calibrosos na 

mesoderme (ME) e microvasos logo abaixo da ectoderme (EC). No grupo tratado com 

Imq comercial ainda é possível observar a presença de macro e microvasos, porém 

em menor quantidade. No grupo NPImq, macrovasos estão ausentes, mas ainda se 

observam vasos sanguíneos de pequeno calibre. 

Para o grupo tratado com NPQTImq não foi observada diferença no percentual 

de vascularização estatisticamente significativa em relação aos grupos placebo e 

controle (Figura 33). Na Figura 34 também é possível observar vasos sanguíneos de 

grande e pequeno calibre por toda membrana em grupo tratado com NP contendo Imq 

revestida com quitosana, confirmando ausência de efeito dessa formulação na 

angionênese durante o período em que o ensaio foi realizado.  

Nas análises de diâmetro hidrodinâmico das formulações NPImq e NPQTImq 

diluídas em tampão pH 7,4 (Figura 35), condição semelhante ao ensaio em CAM, 

nota-se que a distribuição do tamanho das nanocápsulas NPImq matêm-se em escala 

nanométrica e com índice de polidispersão inferior a 0,2 em 0 e 48 horas após diluição 

sugerindo que nesse período as NP mantiveram-se estáveis em pH 7,4. É possível 

observar também que o diâmetro médio das nanocápsulas NPImq aumenta de 234,1 

para 242,7 nm no intervalo de 48 horas. 
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Figura 34 – Análise histopatológica de CAM (40 e 100X) [EC (Ectoderme) ME (Mesoderme) VS (vaso 
sanguíneo)]. 

 

 

 

 
Fonte: dados da pesquisa. 
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Figura 35 – Curvas de distribuição de tamanho das formulações NPImq e NPQTImq 0 e 48 horas 
após diluição em tampão pH 7,4. 

 
NPImq = nanocápsula polimérica contendo Imq; e NPQTImq = nanocápsula polimérica contendo Imq revestida 
com quitosana. 

Fonte: dados da pesquisa. 
 

Resultados semelhantes foram encontrados em estudos realizados por SAHLE 

e colaboradores em 2017 que demonstram que NP de eudragit® L100 contendo 

dexametasona não dissolveram ou erodiram em pH 7,5 (superior ao pH 6 de dissolu-

ção do eudragit® L100), apenas intumesceram. O intumescimento da matriz polimérica 

pôde ser observado pelo aumento de tamanho das NP por espectroscopia de 

correlação de fótons (SAHLE et al., 2017), resultado também obtido no presente 

estudo.  

Para NPQTImq observa-se que em 48 horas as partículas têm aumento do 

diâmetro hidrodinâmico após diluição em tampão pH 7,4, condição do ensaio em 

CAM, com presença de partículas micrométricas, e índice de polidispersão superior à 

0,5. Este resultado sugere que nesse pH, as NP revestidas se agregam formando 

sistemas não nanométricos. O aumento do diâmetro de NPQTImq nessas condições 

sugere que durante o ensaio em CAM a formulação não se manteve estável formando 
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sistemas distintos de NP o que poderia modificar a internalização do Imq veiculado 

por esse sistema. Estes dados são similares aos resultados obtidos em estudo 

realizado por Hussain et al. (2013) que avaliaram a estabilidade de NP de quitosana 

na faixa de pH entre 3 e 7, sendo observado que em pH 7, assim como no presente 

estudo, ocorreu aumento expressivo no diâmetro das partículas testadas, o que foi 

atribuído à aglomeração das mesmas. 

A agregação das partículas nesse pH pode ter ocorrido devido a desprotonação 

dos grupamentos ionizáveis, carregados positivamente, da quitosana a medida que o 

pH do meio se modifica de ácido para básico levando assim à diminuição do potencial 

repulsivo da superfície entre as partículas e sua consequente aglomeração (LÓPEZ-

LEÓN et al., 2005; HUSSAIN et al., 2013). Essa hipótese foi confirmada através da 

análise simultânea de pH e potencial zeta da formulação NPQTImq (pH em torno de 

4) a medida que foram adicionados volumes conhecidos de solução de NaOH à 0,02 

mol/L (Figura 36).Foi observado que a medida que o pH da dispersão foi se tornando 

mais básico o módulo do potencial zeta reduziu, chegando ao seu ponto isoelétrico, 

ou seja, de inversão de carga superficial positiva para negativa em pH 4,49. Esse 

resultado corrobora com a hipótese de que em meio dispersante básico a formulação 

NPQTImq provavelmente se torna instável devido a diminuição de forças repulsivas 

de caráter eletrostático. 

Figura 36 –  Curva de titulação pH vs Potencial Zeta da formulação NPQTImq 

 

NPQTImq = nanocápsula polimérica contendo Imq revestida com quitosana. 

Fonte: dados da pesquisa. 
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6.3 CONCLUSÃO 

A formulação de NP de Imq não revestidas com quitosana apresentou atividade 

antiangiogênica superior ao Imq comercial em modelo de membrana corialantoica de 

embrião de galinha. Este resultado indica potencial da formulação desenvolvida para 

o tratamento de doenças causadoras de angiogênese. Contudo, as NP revestidas com 

quitosana não apresentaram atividade significativa na redução de formação de vasos 

sanguíneos no período de tempo do ensaio. 
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7 AVALIAÇÃO IN VIVO DA PERMEAÇÃO CUTÂNEA E DA ATIVIDADE 

QUIMIOPREVENTIVA DAS NANOPARTÍCULAS DESENVOLVIDAS 

EM MODELO MURINO DE CARCINOGÊNESE QUÍMICA 

7.1 MATERIAL 

Imiquimode (Glenmark Generic LTD, Índia), copolímero de polimetacrilato, 

massa molecular 125.000 g/mol (eudragit® L100, Evonik, Brasil), quitosana de baixa 

massa molecular 50.000-190.000 g/mol (Sigma Aldrich, Brasil), miristato de isopropila 

(Sigma Aldrich, Brasil), triglicerídeos dos ácidos cáprico e caprílico (Polytechno, 

Brasil), triolato de sorbitano (Span® 85, Sigma Aldrich, Brasil), copolímero de polioxi-

etileno-polioxipropileno (Poloxamer 407,BASF, Alemanha), polissorbato 80 (Merck, 

Alemanha), creme de imiquimode comercial (Modik, Germed, Brasil), (7,12-dimetil-

benz(a)antraceno) DMBA (Sigma Aldrich, Brasil), óleo de cróton (Sigma Aldrich, Brasil), 

acetona (Synth, Brasil), àlcool PA (Synth, Brasil), formaldeído (Synth, Brasil), parafina 

(Paraplast®, Sigma Aldrich, Brasil), hematoxilina (Sigma Aldrich, Brasil), eosina (Sigma 

Aldrich, Brasil), fita adesiva (Scotch 3M, Brasil), micropipeta 200 µL (Gilson, EUA), 

paquímetro digital (Digimess, Brasil). 

Camundongos Swiss machos sadios, com peso entre 20 e 25g, foram fornecidos 

pelo biotério da Fundação Ezequiel Dias (FUNED). 

Todos os experimentos realizados em animais foram aprovados pelo Comitê de 

Ética em Experimentação Animal da FUNED (CEUA), no do protocolo: 108/2016 

(ANEXO A). 

7.2 EQUIPAMENTOS 

Agitador magnético (Nova Ética, Brasil), microscópio óptico (Olympus, EUA), 

micrótomo (Olympus cut 4025, EUA), sistema de purificação de água RiOs® (Millipore, 

EUA), banho de ultrassom (Elma, Alemanha), cromatógrafo liquido de alta eficiência 

(Agilent, EUA). 

 

 

 

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/p3558?lang=en&region=US
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7.3 MÉTODOS 

7.3.1 Permeação cutânea de formulações contendo Imq 

Os camundongos foram randomicamente divididos em três grupos (n = 8) A, B 

e C e a pele dorsal de todos os animais foi depilada (3  3 cm2) usando um aparador 

de pêlos 48 horas antes do início do experimento. O tratamento realizado nos grupos 

se deu da seguinte forma: 

Os animais do grupo A receberam topicamente 200µL de NPImq três vezes por 

semana durante 16 semanas consecutivas;  

Os animais do grupo B receberam topicamente 200µL de NPQTImq três vezes 

por semana durante 16 semanas consecutivas;  

Os animais do grupo C receberam topicamente 200µL de Imq comercial diluído 

três vezes por semana durante 16 semanas consecutivas. 

Após eutanásia, os animais dos grupos A, B e C tiveram o estrato córneo da 

área dorsal removido pela técnica de remoção de fita. Para esse procedimento 20 fitas 

adesivas foram cortadas em 2 cm x 2 cm, aderidas consecutivamente na região dorsal 

de cada animal e removidas rapidamente (PRAÇA et al., 2018). 

Após a extração do estrato córneo, foram removidos fragmentos da pele dorsal 

de todos os animais e a epiderme foi separada da derme. Para este procedimento, os 

fragmentos da pele foram imersos em água ultrapura a 60 ° C durante 45 segundos e 

a epiderme foi separada da derme usando um bisturi cirúrgico (VENTURINI et al., 

2015). A epiderme e a derme foram cortadas e colocadas em diferentes frascos 

contendo acetonitrila e metanol (1: 1) e mantidas em banho de ultrassom durante 30 

minutos para extração do Imq. Após este tempo, os conteúdos dos tubos foram 

filtrados (em filtros de 0,45 μm) para vials e analisados por cromatografia líquida de 

alta eficiência utilizando método previamente descrito. 

7.3.2 Ação quimiopreventiva de formulações contendo Imq 

Os animais foram randomicamente divididos em sete grupos (n = 8) e a pele 

dorsal de todos os camundongos foi depilada (3  3 cm2) usando um aparador de 
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pêlos 48 horas antes do início do experimento. O tratamento realizado nos grupos I à 

VII, esquematizado na Figura 37, se deu da seguinte forma: 

Os animais do grupo I receberam topicamente 200µL de acetona três vezes por 

semana durante 16 semanas consecutivas servindo como controle negativo;  

Os animais do grupo II receberam dose única do iniciador tumoral DMBA 

(100µg dissolvido em 200 µL de acetona) sobre a área de pele raspada. Uma semana 

após iniciação com DMBA aplicou-se sobre o dorso dos animais 200 µL do óleo de 

cróton 1% dissolvido em acetona (200 µL). Esse procedimento foi realizado três vezes 

por semana durante 16 semanas consecutivas sendo esse grupo considerado o 

controle cancerígeno. 

Os animais dos grupos III e IV: receberam dose única do iniciador tumoral 

DMBA (100 µg dissolvido em 200 µL de acetona) sobre a área de pele depilada. Uma 

semana após iniciação com DMBA aplicou-se sobre o dorso dos animais 200 µL das 

formulações NPPlacebo (Grupo III) e NPQTPlacebo (Grupo IV) 2 horas antes da 

aplicação do óleo de cróton 1% dissolvido em acetona (200 µL). Esse procedimento 

foi realizado três vezes por semana durante 16 semanas consecutivas. 

Os animais dos grupos V, VI e VII: receberam dose única do iniciador tumoral 

DMBA (100 µg dissolvido em 200 µL de acetona) assim como os grupos III e IV. Uma 

semana após iniciação com DMBA aplicou-se sobre o dorso dos animais 200 µL das 

formulações NPImq (Grupo V), NPQTImq (Grupo VI) e Imq comercial (Grupo VII) 2 

horas antes da aplicação do óleo de cróton 1% dissolvido em acetona (200 µL). Esse 

procedimento foi realizado três vezes por semana durante 16 semanas consecutivas 

sendo esses grupos comparados ao controle tumoral e entre si afim de avaliar a 

atividade quimiopreventiva das formulações contendo Imq. 

Os grupos II ao VII tiveram registrados semanalmente, o número e diâmetro 

dos tumores acima de 1mm presentes na superfície dorsal (ABEL et al., 2009; 

NIRMALA; NARENDHIRAKANNAN., 2017). Os parâmetros estudados após a conclu-

são do estudo (16 semanas) foram: o número e diâmetro médio dos tumores, 

determinado através de paquímetro calibrado, por grupo experimental  
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Figura 37 – Representação esquemática da indução tumoral realizada. 

 
Fonte: dados da pesquisa. 

 

Após eutanásia dos animais dos grupos I a VII, a pele dorsal foi removida e 

fixada em formol 10% por 24 horas. Em seguida realizou-se a desidratação das amos-

tras de tecido cutâneo em álcool 70, 80 ,90 e 100% durante 2 horas em cada concen-

tração. Após desidratadas as amostras de pele foram emblocadas em parafina, 

cortadas a 5 µm e coradas com soluções de hematoxilina e eosina. Nos cortes 

histológicos obtidos avaliou-se alterações como hiperceratose (aumento da espessura 

do estrato córneo), hiperplasia (aumento da espessura da epiderme), presença de 

infiltrado inflamatório e de pérolas córneas. 

7.3.2 Análise estatística 

Para avaliar a relação entre os dados dos grupos testados, utilizou-se o teste 

estatístico de Tukey (Análise de variância – ANOVA) e o teste t não pareado. O valor 

de p foi considerado significativo quando menor que 0,05. 

7.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

7.4.1 Permeação cutânea de formulações contendo Imq 

A concentração de Imq retido na epiderme e na derme em diferentes 

formulações está representada na Figura 38. É possível observar que as dispersões 

aquosas, NPImq e NPQTImq, obtiveram maior concentração do fármaco na derme do 

que na epiderme enquanto o Imq comercial apresentou efeito contrário, com maior 

retenção do Imq na epiderme em relação a derme. Esse resultado indica que o 

encapsulamento do Imq em nanocarreadores poliméricos foi capaz de promover a 

permeação e retenção do fármaco em camadas mais profundas da pele. Tal efeito 

pode ser vantajoso na terapia com Imq uma vez que seu principal mecanismo de ação 
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ocorre por meio da ativação de células apresentadoras de antígenos, como as células 

dentríticas, presentes na derme (MICALI et al., 2014). A permeação das NP nessas 

camadas possivelmente ocorreu através dos folículos pilosos que permitem o acúmulo 

desses nanocarreadores nas aberturas foliculares, criando um sistema reservatório e 

liberando o fármaco lentamente (KOLENYAK DOS SANTOS et al., 2013; BALZUS et 

al., 2017). 

Figura 38 – Permeação cutânea de formulações contendo Imq 
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Cada coluna representa a média ±DP; n = 8 (* p < 0,05 versus Imq comercial/Grupo C) 
Fonte: dados da pesquisa. 

 
A modificação da biodistribuição de fármacos quando carreados por NP 

poliméricas é descrita na literatura sendo atribuída principalmente ao aumento da 

biodisponibilidade, área superficial e controle da liberação da substância terapêutica 

promovida por esses sistemas (FRANK et al., 2015). 

Devido ao maior controle da liberação da NPImq em relação à NPQTImq, 

observada in vitro no presente trabalho, esperou-se que a NPImq obtivesse maior 

retenção do fármaco nas camadas viáveis da pele do que NPQTImq. No entanto, não 

ocorreram diferenças estatisticamente significativas entre as duas formulações no 

estudo in vivo. Esse resultado poderia ser explicado pelo fato de que no ensaio in vitro 

não são consideradas as possíveis interações das NP com o tecido cutâneo. 

A quitosana, utilizada como polímero de revestimento em NPQTImq, é 

comumente descrita como um potencializador da permeação cutânea. Esse efeito se 

deve a sua carga positiva em meios moderadamente ácidos que promove maior 

adesão às membranas biológicas, negativamente carregadas (GOYAL et al., 2016). 
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Essa propriedade poderia explicar a permeação cutânea da dispersão NPQTImq não 

diferir de NPImq, embora apresente liberação mais rápida no estudo in vitro. 

7.4.2 Ação quimiopreventiva de formulações contendo Imq 

Os resultados referentes ao número e diâmetro médio dos tumores ao final do 

experimento estão indicados nas Figuras 40 e 41. A imagem representativa da pele 

dorsal dos camundongos (Figura 39) referente ao grupo controle negativo (Grupo I), 

tratado apenas com acetona, mostra ausência de lesões tumorais aparentes enquanto 

o grupo controle cancerígeno (Grupo II) e os grupos tratados com formulações place-

bo (III e IV) apresentaram múltiplos papilomas confirmando que a indução do processo 

de carcinogênese química através do modelo DMBA/óleo de cróton não foi alterada 

com a aplicação das formulações placebo. Esse resultado também é verificado quanto 

ao número final de papilomas ao final do experimento (Figura 40) uma vez que não 

ocorreram diferenças estat[ísticas (p<0,05) entre os grupos II, III e IV. Nota-se também 

redução na multiplicidade de tumores dos grupos tratados com NPImq (Grupo V), 

NPQTImq (Grupo VI) e Imq comercial (Grupo VII), comparativamente aos grupos II, III 

e IV (Figura 39).  

Figura 39 – Imagem representativa dos grupos experimentais do estudo in vivo. 

 
Fonte: dados da pesquisa. 
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Esse resultado pode ser confirmado pela análise do número médio de tumores 

por grupo ao final do experimento (Figura 40). Nos grupos V e VI, tratados com NPImq 

e NPQTImq, a média do número de tumores por camundongo foi de 8,00 ± 2,27 e 

8,60 ± 4,28, respectivamente, sendo inferior (p < 0,05) tanto à média de papilomas 

nos respectivos grupos tratados com NPPlacebo, de 25,00 ± 3,41 (Grupo III) e 

NPQTPlacebo, de 24,50 ± 5 (Grupo IV), quanto ao número médio de tumores no grupo 

II ou controle cancerígeno, de 21,00 ± 3,74. Ambas NP contendo Imq obtiveram, ainda, 

maior efeito quimiopreventivo em relação aos animais tratados com Imq comercial que 

apresentaram 18,22 ± 8,64 de papilomas por animal ao final do estudo. O grupo em 

que foi aplicado o Imq comercial também não apresentou diferença estatisticamente 

significativa (p < 0,05) em relação ao controle cancerígeno, apesar de obter menor 

média de papilomas. Este resultado sugere alta variabilidade na resposta anti-tumoral 

obtida pelo tratamento comercial na concentração de 250 µg/mL do Imq, a mesma 

utilizada nas formulações de NP. 

Figura 40 – Número médio de tumores por camundongo referente as formulações testadas. 
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Cada coluna representa a média ±DP; n = 8 (* p < 0,05 versus NPPlacebo/Grupo III, p ** < 0,05 versus 
NPQTPlacebo/ Grupo IV, “a” p < 0,05 versus Im comercial/ Grupo VII e “b” p < 0,05 versus DMBA + 
óleo de cróton/ Grupo II) 

Fonte: dados da pesquisa. 
 

A atividade antitumoral das formulações de NP contendo Imq no processo de 

carcinogênese pôde ser observada também a partir da distribuição do diâmetro dos 

papilomas (Figura 41). NPImq e NPQTImq promoveram redução estatisticamente 

significativa no número médio de papilomas em todas as faixas de diâmetro. Nota-se 
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também que para tumores entre entre 3 e 4 mm de diâmetro, ambas formulações de 

NP apresentaram menor média de papilomas (p< 0,05) em relação a formulação 

comercial. 

O efeito quimiopreventivo superior das NP contendo Imq comparativamente ao 

Imq comercial pode ser devido a uma combinação do efeito de permeabilidade e 

retenção aumentada (EPR) dos nanocarreadores nos papilomas (PRABHU et al., 

2015; KHAN, 2017; NIRMALA; NARENDHIRAKANNAN., 2017), à atividade antiangio-

gênica, à liberação mais lenta do fármaco pelas nanocápsulas e à maior retenção do 

Imq nas camadas viáveis da pele promovida pelas NP.  

Quando os tumores atingem cerca de 2 mm, novos vasos são desenvolvidos 

para garantir nutrientes e fornecimento de oxigênio ao tecido tumoral. Esses vasos se 

formam de maneira desorganizada e com fenestrações que variam de 100 nm a 2 μm 

(PRABHU et al., 2015), permitindo que as NP atinjam a vasculatura tumoral através 

dessas lacunas endoteliais e liberem o medicamento no local alvo. Por outro lado os 

tecidos sadios possuem lacunas bem menores (de 15 a 30 nm), inviabilizando o 

acúmulo de NP de maior diâmetro nesses locais. 

Como as NP apresentam liberação mais lenta do fármaco, também podem 

formar um sistema de reservatório além de reduzir sua degradação, levando a um 

aumento da sua biodisponibilidade, como demonstrado no estudo de permeação 

cutânea realizado no presente trabalho. A liberação sustentada também está 

associada à redução de efeitos colaterais (REHMAN; ZULFAKAR., 2017), o que pode 

ser confirmado nas análises histopatológicas.  

O grupo I (Figura 42) apresentou estrutura padrão da pele, com as camadas 

epiderme e derme bem delimitadas e sem a presença de infiltrado inflamatório. Já os 

grupos de controle tumoral e tratados com NP placebo (II, III e VI) revelaram 

hiperplasia epidermal (aumento da espessura da epiderme), hiperceratose (aumento 

da espessura da camada córnea) infiltrado inflamatório abundante, invasão de células 

da epiderme na derme, e formação de pérolas córneas (células escamosas 

queratinizadas), causadas pela aplicação de óleo cróton e do DMBA (EL-NAHAS; 

ALLAM; ABEL et al., 2017). 
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Figura 41 – Distribuição do diâmetro dos tumores por grupo experimental. 
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Cada coluna representa a média ±DP; n = 8 (* p < 0,05 versus NPPlacebo/ Grupo III, p ** < 0,05 versus 
NPQTPlacebo/ Grupo IV, “a” p < 0,05 versus Imq comercial/ Grupo VII e “b” p < 0,05 versus DMBA + 
óleo de cróton/ Grupo II) 

Fonte: dados da pesquisa. 

Os grupos tratados com NPImq e NPQTImq (V e VI) apresentaram camadas 

da pele (epiderme e derme) mais bem delimitadas e com espessura epidermal inferior 

aos grupos II, III e IV e ao grupo tratado com Imq comercial ( Grupo VII). No entanto, 

ainda é possível observar nos grupos V e VI presença de infiltrado de células 

inflamatórias e pérolas córneas, embora em menor proporção que nos grupos II,III e 

VI, além de maior espessura epidermal em relação ao grupo I. Este resultado confirma 

que a ação quimiopreventiva do Imq ocorreu de uma forma dependente da formulação 

em que foi veiculado, uma vez que as formulações de NP na mesma concentração 

que a formulação comercial diluída apresentaram eficácia superior a esta.  

Resultados similares foram descritos por Rehman e Zulfakar (2017). Neste 

trabalho, também foi avaliado o potencial quimiopreventivo de um sistema coloidal 

bigel de óleo de peixe contendo Imq em modelo murino de câncer de pele. Esse 

sistema levou à redução das alterações histopatológicas, controle do crescimento 

tumoral e inibição significativa de VEGF (fator de crescimento endotelial vascular) em 

comparação com o grupo de controle cancerígeno. No entanto, o sistema bigel foi 

aplicado diariamente sobre a pele dorsal dos animais na concentração de 5 mg de 

Imq por grama de formulação. No presente estudo, utilizou-se uma concentração 20 

vezes inferior do fármaco e as formulações foram aplicadas apenas três vezes por 

semana, sugerindo eficácia do sistema desenvolvido mesmo em baixas concentra-

ções e menor frequência de aplicação. 
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Uma vez que o número final de papilomas pode ser considerado um parâmetro 

para se avaliar a iniciação tumoral e o crescimento desses tumores é um indicador da 

expansão clonal das células “iniciadas”, este resultado sugere que as NP contendo 

Imq com e sem revestimento foram capazes de inibir ou reverter parcialmente tanto a 

etapa de iniciação como a fase de promoção tumoral no estudo realizado (KEMP, 

2005). 
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Figura 42 – Análise histopatológica de pele de camundongo (aumento de 20x) [EP (Epiderme) D 
(Derme) SC (estrato córneo) PC (pérola córnea) IF (infiltrado inflamatório)]. 

 

 

 
Fonte: dados da pesquisa. 
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9 CONCLUSÕES 

Foi possível obter nanopartículas estáveis com cerca de 90% de eficiência de 

encapsulação do Imq e liberação prolongada do fármaco comparativamente às formas 

livre e comercial. 

Os dados obtidos no ensaio de atividade antiangiogênica, permeação cutânea 

e no modelo de carcinogênese química utilizado demonstraram que a encapsulação 

do Imq em nanocarreadores promoveu aumento significativo da eficácia tanto na 

inibição da formação de novos vasos sanguíneos como na ação quimiopreventiva do 

fármaco além da permeação cutânea em camadas profundas da pele.  

Como perspectiva desse trabalho, as nanocápsulas desenvolvidas poderiam 

ser incorporadas em veículos de aplicação tópica como géis e cremes e realizados 

outros estudos pré-clínicos utilizando diferentes modelos tumorais e espécies de 

animais. 
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ANEXO A – Ofício de aprovação do projeto para teste in vivo pelo 
Comitê de Ética da Funed 

 

 


