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Resumo 

VOSS, Guilherme Teixeira. A efetividade do composto 1,4-anidro-4-seleno-

D-talitol (SeTal) e biomateriais poliméricos no tratamentos de lesões 

semelhantes a dermatite atópica em camundongos. Orientadora: Ethel 

Antunes Wilhelm. 2022. 159 f. Tese (Doutorado em Ciências com ênfase em 

Bioquímica e Bioprospecção) - Centro de Ciências Químicas, Farmacêuticas e 

de Alimentos, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2022. 

 

A dermatite atópica (DA) é uma das doenças crônicas mais comuns da pele que 

se caracteriza por lesões avermelhadas, com elevado prurido e escamação 

(lesões eczematosas), desencadeadas por processo inflamatório e alérgico. Os 

corticosteroides de uso tópico (não específicos para a DA), têm sido a base dos 

tratamentos, porém, a eficácia é limitada, e a aplicação a longo prazo acarreta 

no risco de desenvolver efeitos adversos (afinamento da pele, fissuras e 

sangramento). Frente a isso, estudos experimentais têm buscado terapias que 

possam atuar nessa patologia complexa. Assim, o objetivo da presente tese 

consistiu-se na busca por uma nova estratégia terapêutica para o tratamento de 

lesões semelhantes à DA induzida por 2,4-dinitroclorobenzeno (DNCB) em 

camundongos. Inicialmente, no artigo 1,avaliou-se a eficácia de um composto 

orgânico de selênio, o 1,4-anidro-4-seleno-D-talitol (SeTal) na redução das 

lesões e dos sintomas encontrados na DA por meio da modulação de parâmetros 

inflamatórios em um modelo experimental utilizando camundongos. Além disso, 

neste estudo foi comparado o efeito do SeTal com um dos medicamentos de 

referência da classe dos corticosteroides utilizados para tratar a DA, a 

hidrocortisona (HC), no qual o SeTal apresentou efeitos positivos e menores 

efeitos adversos em comparação com a HC. Tendo em vista, que a HC 

apresenta efeitos adversos relevantes quando utilizada por períodos 

prolongados, outro objetivo dessa tese foi melhorar o tratamento já utilizado, 

buscando uma maneira de reduzir estes efeitos. Sendo assim, no artigo 2 foi 

desenvolvido um sistema de administração de HC, por meio da utilização de um 

filme biopolimérico composto de gelatina e/ou amido, capaz de atuar nas lesões 

semelhantes a DA, modulando parâmetros inflamatórios e com mínima absorção 

sistêmica. E por fim, no manuscrito avaliou-se o efeito associativo do SeTal com 

a HC ou com a vitamina C encapsulados em biomateriais de gelatina e alginato 
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de sódio, como uma abordagem para tratar lesões semelhantes a DA 

localmente. Dessa forma, os resultados dessa tese contribuem para um melhor 

entendimento da fisiopatologia da DA, assim como para o desenvolvimento de 

um novo tratamento para as suas lesões e sintomas.  Portanto, o SeTal pode ser 

uma importante alternativa terapêutica para o tratamento das lesões 

semelhantes a DA. Além disso, enquanto a busca por um tratamento eficaz é 

realizada os filmes biopoliméricos tornan-se uma alternativa promissora para 

melhorar a eficiência e reduzir os efeitos adversos do tratamento já utilizado 

(HC).  

Palavras-chave: Selênio. Dermatite atópica. Tratamento cutâneo. Biopolimero. 

Hidrocortisona.  
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Abstract 

VOSS, Guilherme Teixeira. The effectiveness of the compound 1,4-anhydro-

4-selene-D-thalitol (SeTal) and polymeric biomaterials in the treatment of 

lesions similar to atopic dermatitis in mice. Advisor: Ethel Antunes Wilhelm. 

2022. 159 f. Thesis (Doctorate in Science an emphasis on Biochemistry and 

Bioprospecting) - Center for Chemical, Pharmaceutical and Food Sciences, 

Federal University of Pelotas, Pelotas, 2022. 

 

Atopic dermatitis (AD) is one of the most common chronic skin diseases that is 

characterized by reddish lesions, with high itching and scaling (eczematous 

lesions), triggered by an inflammatory and allergic process. Topical 

corticosteroids (non-specific for AD) have been the basis of treatments, however, 

their effectiveness is limited, and long-term application carries the risk of 

developing adverse effects (thinning of the skin, fissures and bleeding). Faced 

with this, experimental studies have sought therapies that can act in this complex 

pathology. Thus, the objective of this thesis consisted in the search for a new 

therapeutic strategy for the treatment of lesions similar to AD induced by 2,4-

dinitrochlorobenzene (DNCB) in mice. Initially, in article 1, the effectiveness of an 

organic selenium compound, 1,4-anhydro-4-seleno-D-thalitol (SeTal) was 

evaluated in the reduction of lesions and symptoms found in AD through the 

modulation of inflammatory parameters in an experimental model using mice. In 

addition, this study compared the effect of SeTal with one of the reference drugs 

in the corticosteroid class used to treat AD, hydrocortisone (HC), in which SeTal 

showed positive effects and fewer adverse effects compared to HC. Bearing in 

mind that HC has relevant adverse effects when used for prolonged periods, 

another objective of this thesis was to improve the treatment already used, 

seeking a way to reduce these effects. Therefore, in article 2, a CH administration 

system was developed, through the use of a biopolymeric film composed of 

gelatin and/or starch, capable of acting on AD-like lesions, modulating 

inflammatory parameters and with minimal systemic absorption. Finally, the 

manuscript evaluated the associative effect of SeTal with HC or vitamin C 

encapsulated in gelatin and sodium alginate biomaterials, as an approach to 

locally treat AD-like lesions. Thus, the results of this thesis contribute to a better 
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understanding of the pathophysiology of AD, as well as to the development of a 

new treatment for its lesions and symptoms. Therefore, SeTal may be an 

important therapeutic alternative for the treatment of AD-like lesions. In addition, 

while the search for an effective treatment is carried out, biopolymer films become 

a promising alternative to improve efficiency and reduce the adverse effects of 

the already used treatment (HC). 

Keywords: Selenium. atopic dermatitis. Skin treatment. Biopolymer. 

Hydrocortisone. 
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Artigo 1 

 

Fig. 1 Chemical structure of 1,4-anhydro-4-seleno-D-talitol (SeTal). 

 

Fig. 2 Summary of experimental protocol for the development of atopic AD-like 

skin lesions in DNCB treated mice. 

 

Fig. 3 The effect of SeTal treatment on (A) dermatitis scores, (B) scratching 

incidence and (c) ear swelling, after DNCB exposure. Data are means ± SEMs 

(one-way ANOVA followed by the Tukey’s test). # p < 0.05 compared with the 

control group, * p < 0.05 compared with the DNCB group, & p < 0.05 compared 

with the HC group. 

 

Fig. 4 The effect of SeTal treatment on (A) ear swelling, (B) ear MPO activity and 

(C) dorsal skin MPO activity.  Data are means ± SEMs (one-way ANOVA followed 

by the Tukey’s test). # p < 0.05 compared with the control group, * p < 0.05 

compared with the DNCB group, & p < 0.05 compared with the HC group. 

 

Fig. 5 The effect of SeTal treatment on mRNA expression levels of cytokines: (A) 

TNF-α, (B) IL-18 and (C) IL-33 in mouse dorsal skin. Data are means ± SEMs. 

(one-way ANOVA followed by the Tukey’s test). # p < 0.05 compared with the 

control group, * p < 0.05 compared with the DNCB group, & p < 0.05 compared 

with the HC group. 

 

Fig. 6 Photomicrographs showing the severity of ear and dorsal-skin 

morphological alterations caused by treatment exposure. (1), (2), (3) and (4) 

represent control animals, which show a normal aspect; (5), (6), (7) and (8) 

represent animals exposed to DNCB – [vascular congestion (*), dilated lymphatic 

vessels (arrow), and the presence of a crust on the inner and outer faces 

(arrowhead), C (cartilage) and subepidermal pustules (arrow)]. (9), (10), (11) and 

(12) represent 1% HC + DNCB group – [thickened ear with vascular congestion 

(*), dilated lymphatic vessels (arrow), and the presence of intraepidermal 

pustules (arrowhead), C (cartilage), presence of intraepidermal (long arrow) and 

subepidermal (short arrow) pustules]. (13), (14), (15) and (16) represent 1% 
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SeTal + DNCB group and (17), (18), (19) and (20) 2% SeTal + DNCB group - [a 

thick crust is present (*) as well as bacterial colonies and subepidermal pustules 

(arrow)]. (HE staining - 100X and MT - 100X and 400X). 
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Artigo 2 

 

Fig. 1 Summary of experimental protocol for the development of atopic 

dermatitis-like (AD-like) skin lesions in 2,4-dinitrochlorobenzene (DNCB) treated 

mice. The dorsal skin of the mice was shaved and between days 1-3 were 

topically treated with 0.5% DNCB. The mice were then challenged with 1% DNCB 

on days 14, 17, 20, 23, 26, and 29. AD-like mice were treated with topical film 

loaded or not with HC (Gel, Gel@HC, Gel/St or Gel/St@HC), or hydrocortisone 

(HC) on each 3 days, between diads 14-27.. Finally, the mice were euthanized 

on day 30. 

 

Fig. 2 FTIR spectra of (a) starting materials (pure gelatin, starch, hydrocortisone) 

and (b) biopolymeric films loaded (Gel@HC and Gel/St@HC) or not (Gel and 

Gel/St) with hydrocortisone. 

 

Fig. 3 (a) TGA and (b) DTG curves of HC, Gel, Gel/ST, Gel@HC, and 

Gel/St@HC. 

 

Fig. 4 SEM images recorded from (a) Gel, (b) Gel/St, (c) Gel@HC, and (d) 

Gel/St@HC films. 

 

Fig. 5 Light microscopy images of (a) pure HC, (b) Gel@HC, and (c) Gel/St@HC 

films. 

 

Fig. 6 Photographic images recorded from (a–c) Gel@HC and (d–f) Gel/St@HC 

films. 

 

Fig. 7 Swelling profile of the prepared biopolymeric films in SWF (pH 7.4) at 37 

°C. 

 

Fig. 8 (a) In vitro dissolution profile of HC (control) and HC released from 

Gel@HC and Gel/St@HC in SWF (pH 7.4) at 37 °C. (b) Korsmeyer-Peppas plots 

for Gel@HC and Gel/St@HC. 
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Fig. 9 The effect of topical treatment with film loaded or not with hydrocortisone 

(HC) (Gel, Gel@HC, Gel/St or Gel/St@HC), or HC (cream) on atopic 

dermatitislike (AD-like) symptoms in mice. (a) Images of dorsal skin and ear 

lesions from groups of mice taken on the last day of the experiment (day 30), (b) 

signs of skin lesions, and (c) scratching incidence time. Data represent the mean 

± S.E.M. (one-way ANOVA followed by the Newman-Keuls' test). * p < .05 

compared with the control group, # p < .05 compared with the 2,4-

dinitrochlorobenzene (DNCB) group, & p < .05 compared with the HC group. 

 

Fig. 10 The effect of topical treatment with film loaded or not with hydrocortisone 

(HC) (Gel, Gel@HC, Gel/St or Gel/St@HC), or hydrocortisone (HC, cream) on 

(a) ear swelling, (b) myeloperoxidase (MPO) activity in ears and (c) dorsal skin of 

mice. Data represent the mean ± S.E.M. (one-way ANOVA followed by the 

Newman- Keuls' test). *p < .05 compared with the control group, #p < .05 

compared with the 2,4-dinitrochlorobenzene (DNCB) group, &p < .05 compared 

with the HC group. 

 

Fig. 11 The effect of topical treatment with film loaded or not with hydrocortisone 

(HC) (Gel, Gel@HC, Gel/St or Gel/St@HC), or HC (cream) on corticosterone 

levels in mice. Data represent the mean ± S.E.M. (one-way ANOVA followed by 

the Newman-Keuls' test). * p < .05 compared with the control group, # p < .05 

compared with the 2,4-dinitrochlorobenzene (DNCB) group, & p < .05 compared 

with the HC group. 
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Manuscrito 

 

Fig.1 Summary of experimental protocol for the development of AD-like skin 

lesions in DNCB-sensitized mice. 

 

Fig.2 (a) FTIR spectra and (b) XRD patterns of Gel-Alg, Gel-Alg/SeTal, Gel-

Alg/SeTal/HC, and Gel-Alg/SeTal/VitC.  

 

Fig.3 (a) TGA and (b) DTG curves of Gel-Alg, Gel-Alg/SeTal, Gel-Alg/SeTal/HC, 

and Gel-Alg/SeTal/VitC. 

 

Fig.4 Photografics of (a) Gel-Alg, (b) Gel-Alg/SeTal, (c) Gel-Alg/SeTal/HC, and 

(d) Gel-Alg/SeTal/VitC. (e) Photography of the Gel-Alg/SeTal/HC film applied on 

backhand skin.  

 

Fig.5 (a) Swelling profile of the prepared films immersed in SWF at 37 ºC. (b) 

SeTal relase profile from Gel-Alg/SeTal, Gel-Alg/SeTal/HC, and Gel-

Alg/SeTal/VitC in SWF (pH 7.4) at 37 ºC. 

 

Fig.6 The effect of topical treatment with films (Gel-Alg, Gel-Alg/SeTal, Gel-

Alg/SeTal/HC, and Gel-Alg/SeTal/VitC) or Hydrocortisone (cream) on atopic 

dermatitis-like (AD-like) symptoms in mice. (a) Photographics of dorsal skin, (b) 

skin lesion score, (c) scratching time, (d) back thickness, (e) spleen length, and 

(f) spleen weight after DNCB sensitizing. Data are means ± SEMs (One-way 

ANOVA followed by Tukey’s test). * p < 0.05 compared with the control group, # 

p < 0.05 compared with the vehicle-DNCB group and & p < 0.05 compared with 

the Hydrocortisone group. 

 

Fig.7 The effect of topical treatment with films (Gel-Alg, Gel-Alg/SeTal, Gel-

Alg/SeTal/HC and Gel-Alg/SeTal/VitC) or Hydrocortisone (cream) on (a) ear 

swelling, (b) ear MPO activity and (c) dorsal skin MPO activity Data are means ± 

SEMs (One-way ANOVA followed by the Tukey’s test). * p < 0.05 compared with 

the control group, # p < 0.05 compared with the vehicle-DNCB group, + p < 0.05 
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compared with the Gel-Alg/SeTal group and & p < 0.05 compared with the 

Hydrocortisone group. 

 

Fig.8 The effect of topical treatment with films (Gel-Alg, Gel-Alg/SeTal, Gel-

Alg/SeTal/HC and Gel-Alg/SeTal/VitC) or Hydrocortisone (cream) on nitric oxide 

level in mouse dorsal skin. Data are means ± SEMs (One-way ANOVA followed 

by Tukey’s test). * p < 0.05 compared with the control group, # p < 0.05 compared 

with the vehicle-DNCB group, + p < 0.05 compared with the Gel-Alg/SeTal group, 

& p < 0.05 compared with the Hydrocortisone group. 

 

Fig.9 Photomicrographs showing the severity of dorsal-skin morphological 

alterations caused by sensibilization with DNCB and treatments. (a) and (b) 

represent control animals; (c) and (d) represent animals sensitized with DNCB; 

(e) and (f) represent the HC cream group; (g) and (h) represent the Gel-Alg group; 

(i) and (j) represent Gel-Alg/SeTal group; (k) and (l) represent Gel-Alg/SeTal/HC 

and (m) and (n) Gel-Alg/SeTal/VitC group. Insets: Epidermis (E), Dermis (D), 

Subcutaneous (S), and Muscle layer (M). (H.E. staining - 100X - 200X). 
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Artigo 2 

Table 1 Mechanical properties of the prepared biopolymeric films loaded or not 

with hydrocortisone. 

 

Table 2 Kinetic constants and correlation coefficients (R2) obtained from different 

kinetic models for HC release from Gel@HC and Gel/St@HC films. 

 

Table 3 Effect of treatment with topical film loaded or not with HC (Gel, Gel@HC, 
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mice. 
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Manuscrito 
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Table 2 Thickness and mechanical properties of the films based on Gel-Alg. 
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Th1                       Linfócito auxiliar tipo 1 
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IgE                        Imunoglobulina E 

SeTal                    1,4-anhydro-4-selene-D-talitol 

HC                        Hidrocortisona 

IL                          Interleucina 

INF-gama             Interferon-gama 

TNF-alfa               Fator de necrose tumoral alfa 

MPO                     Mieloperoxidase 

DNFB                    Dinitrofluorobenzeno 

DNCB                   2,4-dinitroclorobenzeno 

TNP                      1,1,1-tricloroetano 

APC                      Célula apresentadora de antígeno 

Se                         Selênio 

4-PSQ                  7-cloro-4-(fenilselanil) quinolina 

Gel                       Gelatina 

ATP                      Adenosina trifosfato 

Alg                        Alginato de sódio 

VitC                      Vitamina C 

NOx                      Níveis de nitrito e nitrato 

RS                        Espécies reativas 

TGA/DTG             Teste de análise termogravimétrica 

ANVISA                Âgencia Nacional de Vigilância Sanitária 

IL-4Rα                  Receptor alfa de interleucina 4 

SEM                     Microscopia eletrônica de varredura 

NF-ĸB                   Fator Nuclear Kappa B 

HPA                      Eixo Hipotálamo-hipófise Adrenal 



 
 

22 
 

SUMÁRIO 

1. INTRODUÇÃO .......................................................................................... 23 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA ..................................................................... 26 

2.1 DERMATITE ATÓPICA .............................................................................. 26 

2.1.1 Fisiopatologia da doença ................................................................. 27 

2.1.2 Modelos experimentais de indução de DA: 2,4-dinitroclorobenzeno 

(DNCB) ...................................................................................................... 28 

2.1.3 Tratamentos para a DA utilizados na atualidade ............................. 31 

2.1.4 Hidrocortisona (HC) ......................................................................... 34 

2.2 EFEITO FARMACOLÓGICO DE COMPOSTOS ORGÂNICOS DE SELÊNIO ............ 35 

2.3 BIOMATERIAIS ....................................................................................... 37 

2.3.1 Biomateriais poliméricos (biopolímeros) .......................................... 38 

2.3.1.1 Gelatina, amido e alginato de sódio .......................................... 39 

2.3.1.2 Vitamina C .................................................................................. 41 

3. OBJETIVOS .............................................................................................. 43 

3.1 OBJETIVO GERAL ................................................................................... 43 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS ........................................................................ 43 

4. CAPITULOS .............................................................................................. 45 

4.1 ARTIGO 1 .................................................................................................. 46 

4.2 ARTIGO 2 .................................................................................................. 57 

5. DISCUSSÃO ........................................................................................... 123 

6. CONCLUSÃO .......................................................................................... 133 

7. PERPECTIVAS ....................................................................................... 134 

8. REFERÊNCIAS ....................................................................................... 135 

 

 

 

 

 

 
 



 
 

23 
 

1. INTRODUÇÃO 

A pele reúne uma complexidade própria no que diz respeito à sua 

constituição, representando o maior órgão do corpo e tendo como principal 

função atuar como barreira anatômica e fisiológica entre o organismo e o meio 

ambiente (Lai-Cheong & McGrath, 2017). Enquanto desempenha a sua função 

de proteção, a pele é exposta a diversos fatores externos, o que pode levar a 

uma série de problemas e doenças. Entre essas doenças, destaca-se a 

dermatite atópica (DA), que é uma das doenças inflamatórias crônicas mais 

comuns da pele, caracterizada por prurido intenso e lesões eczematosas 

recorrentes (H. Kim et al., 2014). Os pacientes com DA sofrem de estresse 

psicológico grave, o que aumenta acentuadamente a taxa de prevalência de 

depressão e transtornos de ansiedade na vida adulta, reduzindo a qualidade de 

vida dos portadores dessa doença (Bruno et al., 2016).  

A fisiopatologia da DA é complexa e não está totalmente esclarecida. 

Acredita-se que a ativação exacerbada de linfócitos T (responsáveis pela defesa 

do organismo contra agentes desconhecidos (antígenos)), especialmente 

linfócitos auxiliares tipo 2 (linfócitos Th2), podem levar à indução da resposta 

alérgica e inflamatória na DA (Turner et al., 2012). Células Th2 ativam linfócitos 

B para produção de imunoglobulina E (IgE), induzindo assim a ativação de 

mastócitos desencadeando uma reação alérgica (Brandt & Sivaprasad, 2011). 

Além disso, as células Th2 são responsáveis pela infiltração de eosinófilos no 

tecido (Eyerich et al., 2013). Dessa forma, uma inibição na atividade de linfócitos 

Th2 pode acarretar em uma melhora nos sintomas ocasionados pela DA. 

A classe de fármacos dos corticosteroides, principalmente de uso tópico, têm 

sido a base dos tratamentos farmacológicos para DA, mas para muitos pacientes 

com essa doença na sua forma moderada ou grave, a eficácia dos tratamentos 

tópicos é limitada, e a aplicação a longo prazo acarreta no risco de desenvolver 

efeitos colaterais como  afinamento da pele (atrofia), estrias, vasos sanguíneos 

dilatados e clareamento ou escurecimento da pele. (Ring et al., 2012; Eichenfield 

et al., 2014). Corroborando, as drogas imunossupressoras sistêmicas são 

geralmente mais eficazes que os tratamentos tópicos, mas também possuem um 

potencial de gerar efeitos tóxicos mais graves como cansaço, aumento dos 

níveis de açúcar no sangue, diminuição das defesas corporais, agitação, insônia, 

aumento de colesterol e de triglicerídeos, dor de cabeça e glaucoma. (Ring et 
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al., 2012; Sidbury et al., 2014). Com base na relevância da DA e no interesse em 

alcançar uma eficácia terapêutica para esta doença, o nosso grupo de pesquisa 

tem se dedicado ao estudo de compostos contendo selênio, bem como na 

utilização de filmes poliméricos.  

Estudos prévios realizados por um grupo de pesquisa parceiro (Department 

of Biomedical Sciences, Faculty of Health and Medical Sciences, University of 

Copenhagen), demonstraram que o composto 1,4-anidro-4-seleno-D-talitol 

(SeTal), um derivado de carboidrato contendo selênio solúvel em água, tem 

atividade antioxidante em um tratamento para feridas crônicas, pois melhora a 

cicatrização em camundongos normais e diabéticos, e melhora a perfusão 

vascular (Davies & Schiesser, 2019; Ng et al., 2017;  Corin Storkey, 2018). Além 

disso, estudos preliminares do nosso grupo de pesquisa revelaram que um 

composto orgânico de selênio apresentou propriedades farmacológicas positivas 

em modelos experimentais de inflamação e de lesões semelhantes a DA em 

camundongos (Voss et al., 2018; Wilhelm et al., 2019).  

Além da prospecção de um novo composto, nesse estudo também 

dedicamos esforços em buscar uma alternativa para melhorar o tratamento à 

base de corticosteroides já existente, bem como investigar a encapsulação do 

SeTal e sua associação com outros agentes farmacológicos utilizados no 

tratamento dos sintomas da DA. Alguns estudos utilizam dispositivos de 

liberação controlada de base polimérica visando melhorar as propriedades 

farmacológicas de alguns medicamentos, como por exemplo a hidrocortisona 

(HC) (Dehkharghani et al., 2018; Azandaryani et al., 2018; Malekhosseini et al., 

2020). No entanto, o uso de dispositivos de liberação constituídos 

majoritariamente por biopolímeros como a gelatina, amido e o alginato de sódio 

tem sido pouco explorado. A gelatina é um biopolímero derivado do colágeno 

amplamente utilizado pelas indústrias alimentícia, farmacêutica e médica (Young 

et al., 2005; Radosinski et al., 2019). O amido é um biopolímero que consiste 

predominantemente em dois polissacarídeos (amilose e amilopectina), que exibe 

excelentes propriedades de formação de filme. O Alginato é um polissacarídeo 

linear natural, extraído comercialmente de algas marrons, com reconhecidas 

propriedades biológicas (K. Y. Lee & Mooney, 2012). Os biopolímeros (gelatina, 

amido e alginato), existem em abundância, possuem baixo custo, são 
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biocompatíveis e biodegradáveis, o que estimula seu uso em aplicações médicas 

e farmacêuticas (Youssef & El-Sayed, 2018; Young et al., 2005). 

Tendo em vista as propriedades promissoras do composto SeTal em reduzir 

às lesões cutâneas semelhantes a DA em camundongos (Voss et al., 2021), 

decidiu-se ampliar o conhecimento em torno deste composto por meio da sua 

incorporação em um biomaterial (constituídos de gelatina e alginato). Ainda, para 

explorar o efeito associativo do SeTal com outros agentes farmacológicos, 

também foram avaliados filmes biopoliméricos contendo SeTal e HC ou vitamina 

C, como uma abordagem para tratar as lesões semelhantes à DA localmente. 

Ademais, objetivou-se melhorar as propriedades farmacológicas da HC, bem 

como reduzir os seus efeitos adversos através de um filme biopolimérico de 

gelatina ou gelatina associado ao amido (incorporado com HC), de liberação 

controlada, ambos estudos utilizando um modelo de DA em camundongos. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Dermatite atópica 

Segundo a Sociedade Brasileira de Dermatologia (2022), a DA é um dos tipos 

mais comuns de alergia cutânea caracterizada por eczema atópico. Além disso, 

a DA se caracteriza por ser uma doença genética, crônica e que apresenta pele 

seca, erupções e crostas. Seu surgimento é mais comum nas dobras dos braços 

e na parte de trás dos joelhos. Ademais, a DA pode também vir acompanhada 

de asma ou rinite alérgica, porém, com manifestação clínica variável. 

O termo atopia tem como significado a tendência pessoal e/ou familiar para 

tornar-se sensibilizado e produzir anticorpos específicos da classe IgE em 

resposta à alérgenos. A sua prevalência tem aumentado nos últimos anos e os 

fatores provavelmente implicados nesse aumento de casos seriam a 

predisposição genética, a poluição, as infecções e a exposição alergênica 

(Zanandréa et al., 2020). 

A manifestação da DA está aumentando drasticamente, especialmente nos 

países desenvolvidos, e chega a afetar até 30% das crianças e 10% dos adultos. 

Além disso, esta doença tem maior ocorrência na zona urbana quando 

comparada com ambientes residenciais rurais (Silverberg et al., 2021). 

Aproximadamente 50% dos pacientes apresentam as manifestações clínicas 

iniciais da doença antes dos 5 anos de idade (de Bruin Weller et al., 2012). Cerca 

de 60% das crianças afetadas com essa doença apresentam o início do quadro 

na fase de lactente. Ademais, a DA pode persistir na idade adulta em cerca de 

40% dos pacientes (Ong & Boguniewicz, 2008). Os principais fatores de risco 

para permanência dos sintomas são gravidade inicial da dermatite e 

sensibilização atópica (Illi et al., 2004). 

Os ataques de DA são caracterizados por feridas com pápulas eritematosas 

intensamente pruriginosas associadas a escoriações e exsudatos serosos. A 

pele afetada pelas lesões ocasionadas por essa patologia apresenta 

vermelhidão e coceira, além disso, o prurido excessivo pode causar feridas e 

vazamento de fluidos (Tokura, 2010). Em pacientes com DA crônica, a pele vai 

gradualmente engrossar e se desgastar, afetando sua aparência. Frente a isso, 

essas características patológicas podem interferir no humor e estilo de vida dos 

portadores (Berke et al., 2012).  
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2.1.1 Fisiopatologia da doença 

A fisiopatologia da DA é complexa e não totalmente compreendida. Acredita-

se que esta doença seja resultado de interações entre genes de suscetibilidade 

e fatores ambientais (Lee & Park, 2019). Atualmente, sabe-se que a DA possui 

comprovada predisposição genética (Bin & Leung, 2016). Cho e colaboradores 

(2014) observaram um aumento de casos em famílias com antecedentes de 

atopia, podendo chegar a 75% em crianças que tinham pais com esta dermatose. 

Em indivíduos saudáveis, o sistema imunológico atua normalmente, existe 

um balanço na secreção de células linfocitárias T auxiliares do tipo 1 e 2 (Th1, 

Th2). Foi descoberto que os pacientes com DA possuem um subconjunto de 

linfócitos T, citocinas e interleucinas (IL)-4, IL-5 e IL-13, que podem ser utilizados 

como biomarcadores no diagnóstico desta doença (Brandt & Sivaprasad, 2011). 

Por outro lado, a atopia é um termo que está ligado a reações de 

hipersensibilidade mediada por IgE, em resposta a antígenos comuns. Além da 

fisiopatologia complexa da doença, na literatura são encontrados dados sobre a 

DA com participação ou não do sistema imunológico (Tokura, 2010). Dessa 

maneira, são descritos dois subtipos observáveis de DA, a intrínseca (ou seja, 

não alérgica) e a extrínseca (alérgica). A DA extrínseca é caracterizada por 

eosinofilia, níveis elevados de IgE total e específica, IL-4, IL-5, IL-13, IL-18 e IL-

33 quando expostos a alérgenos alimentares e aeroalérgenos. 

Aproximadamente 85% dos pacientes com DA estão neste grupo. Por outro lado, 

a DA intrínseca apresenta fenótipo clínico similar, eosinofilia e ausência de 

anticorpos específicos para sensibilizações alérgicas. As diferenças em relação 

às ativações imunológicas entre as duas formas de DA são controversas 

(Suárez-Fariñas et al., 2013).  

Em pacientes com DA na fase crônica, verifica-se a secreção predominante 

de células linfocitárias Th1 e aumento nos níveis de interferon-gama (INF-gama), 

IL-5 e fator estimulante de colônias de granulócitos e macrófagos (Keet & Wood, 

2014). Por fim, o mecanismo em comum que parece estar relacionado com a 

fisiopatologia da DA (Figura 1), envolve a super ativação dos linfócitos Th2, que 

irão liberar interleucinas (IL-4, IL-5, IL-13, IL-18 e IL-33), responsáveis por 

ativarem linfócitos B a fazer a produção de IgE, além da ativação de mastócitos, 

eosinófilos e neutrófilos, desencadeando a resposta alérgica e inflamatória 

(Turner et al., 2012). 



 
 

28 
 

 
Figura 1. Possível mecanismo atrelado a fisiopatologia da DA (Adaptado do 

texto de Turner et al., 2012). Abreviações: TNF-α (Fator de necrose tumoral alfa), 

MPO (Mieloperoxidase). Linfócito Th2 ativado liberando interleucinas 

responsáveis por ativar células de defesa que irão desencadear o processo 

alérgico e inflamatório. 

 

2.1.2 Modelos experimentais de indução de DA: 2,4-dinitroclorobenzeno 

(DNCB) 

Modelos de indução de DA são desenvolvidos para melhor compreender a 

patogênese da doença ou avaliar a eficácia de potenciais terapias (Kim et al., 

2019). Os modelos de DA em camundongos são caracterizados em três grupos: 

(i) modelos consanguíneos, no qual os camundongos desenvolvem dermatite 

eczematosa espontânea sob condições específicas livres de patógenos, com 

respostas imunes aumentadas contra antígenos percutâneos (ii) camundongos 

geneticamente modificados nos quais os genes de interesse são superexpressos 

ou deletados e (iii) modelos induzidos por aplicação tópica de agentes exógenos 

(Kim et al., 2019). Neste último modelo, são utilizados sensibilizantes como o 

dinitrofluorobenzeno (DNFB), 2,4-dinitroclorobenzeno (DNCB), 1,1,1- 
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tricloroetano (TNP) e oxazolina, estes são indutores que representam uma 

minoria de substâncias capazes de induzir a DA e são dotados de propriedades 

pró-inflamatórias potentes (Kalish & Askenase, 1999). A toxicidade desses 

sensibilizantes fornece um sinal ao sistema imune inato da pele, levando à 

produção de citocinas inflamatórias, e à ativação de linfócitos T (Kaplan et al., 

2012). Os modelos induzidos por aplicação tópica de agentes exógenos são 

talvez os mais frequentemente utilizados nos campos da pesquisa 

dermatológica. Embora a aplicação tópica possa ser trabalhosa, ela permite a 

indução controlada por tempo e dose, além de poder ser utilizada em uma 

variedade de raças de camundongos, incluindo camundongos geneticamente 

modificados (Kim et al., 2019). 

A aplicação tópica de haptenos, como o DNCB, em camundongos é 

comumente usada para induzir hipersensibilidade de contato com a pele, além 

de ser amplamente usado como modelo animal para a DA, uma vez que 

mimetiza o processo inflamatório da pele envolvido no desenvolvimento e 

manutenção da doença (Bruno et al., 2016; Kim et al., 2014; Lin et al., 2016). Na 

hipersensibilidade de contato, os haptenos penetram pela epiderme e se 

conjugam às proteínas normais do organismo (que funcionarão como proteínas 

carreadoras). O reconhecimento de um conjugado pelo linfócito T é específico 

para um conjugado hapteno/carreador. Alguns haptenos, como o DNCB, irão 

sensibilizar quase todos os indivíduos e por isso esse indutor é amplamente 

utilizado em modelos animais (Saito et al., 2017). 

As células de Langerhans são as principais células apresentadoras de 

antígenos na hipersensibilidade de contato. Aproximadamente quatro horas 

após a exposição ao DNCB, estas células aparecem nas áreas corticais dos 

linfonodos drenantes (De Bezerril, 2014). A hipersensibilidade de contato é 

dividida em duas fases (fase de sensibilização e fase efetora) (Zhang et al., 

2017). A fase de sensibilização ocorre em torno de 10 a 14 dias após a exposição 

ao DNCB, e nessa fase ocorre a absorção desse hapteno pela pele. Após ser 

absorvido esse indutor se combina com uma proteína (carreadora), o conjugado 

hapteno-carreador é internalizado pelas células apresentadoras de antígeno 

(APC), e essas células vão migrar para as áreas corticais dos linfonodos 

regionais. As APC vão apresentar o conjugado hapteno-proteína aos linfócitos 
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TCD4+ (Th0) auxiliares que vão realizar a formação de linfócitos Th0 ativados e 

um linfócito de memória (Figura 2) (Hennino et al., 2005). 

 

Figura 2. Fase de sensibilização por haptenos. Formação de linfócito TCD4+ 

ativado e TCD4+ de memória após apresentação do conjugado (Hapteno + 

receptor), realizado pela APC (Adaptado do texto de Hennino et al., 2005). 

 

Na fase efetora, a manifestação da hipersensibilidade de contato ocorre 

depois de 4 a 8 horas da exposição ao imunógeno (DNCB). Os linfócitos TCD4+ 

de memória são ativados pela apresentação do conjugado hapteno-proteína 

processado pelas células de Langerhans ou macrófagos. A partir desse ponto, 

essas células passam a produzir e secretar IL-2, IL-4 e IL5, entre outras citocinas 

importantes para o processo de reação de hipersensibilidade. Segue-se, então, 

uma proliferação de linfócitos T induzida por estas IL’s. Dessa forma, o resultado 

é uma intensa migração de linfócitos e outras células de defesa para o sítio da 

inflamação e formação de eczema (Figura 3) (Zhang et al., 2017).  
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Figura 3. Fase efetora após sensibilização por haptenos. (Adaptado do texto 

de Hennino et al., 2005). 

 

Frente ao que foi exposto, o modelo de indução utilizando haptenos, no caso 

o DNCB, mimetiza de forma eficaz os mesmos mecanismos que acreditam-se 

estar relacionados com a fisiopatologia da DA, tornando esse modelo 

experimental ideal para o estudo da doença. 

 

2.1.3 Tratamentos para a DA utilizados na atualidade  

A DA é uma doença sem cura até os dias atuais (CID 10 - L20). Frente a isso, 

o portador dessa patologia, deve adotar medidas afim de controlar sua 

manifestação e tratar as suas complicações (Eichenfield et al., 2014). 

Normalmente, o primeiro tratamento realizado pelo paciente para controlar as 

lesões causadas pela DA é o uso de corticosteroides de uso tópico devido a sua 

ação anti-inflamatória, visando aliviar o prurido. Os corticosteroides potentes, 

quando aplicados em áreas extensas ou por um período prolongado (mais de 

sete dias), podem ser absorvidos para a corrente sanguínea. Dessa forma, é 

preferível interromper o tratamento, pois estes esteroides quando aplicados por 

um longo período de tempo também levam ao enfraquecimento da pele, 

rachaduras e sangramentos, facilitando assim a entrada de alérgenos presentes 
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no meio externo (Tan & Gonzalez, 2012). Os corticosteroides tópicos mais 

utilizados são: HC, triancinolona e betametasona (Kim et al., 2014).  

Por sua vez, essa classe de medicamento quando utilizada por via oral têm 

uma ação curta e limitada e os efeitos adversos, como reabsorção óssea e renal 

e inibição da função das glândulas suprarrenais, podem representar um risco 

superior ao seu benefício (Meena et al., 2017). Em associação com os 

tratamentos convencionais, podem ser utilizados os anti-histamínicos orais e 

tópicos que controlam o prurido e permitem o sono, que é perturbado pelo 

constante ato de coçar (muito característico na DA) (Meena et al., 2017). 

Como tratamento de segunda linha na DA são utilizados os 

imunomoduladores, que são inibidores da proteína ativadora da produção de 

células T, calcineurina (ciclosporina, tacrolimus e pimecrolimus) e anticorpos 

monoclonais produzidos por tecnologia de DNA recombinante, que bloqueiam a 

função da IgE (omalizumab) (Kim et al., 2014). No ano de 2017, a Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária (Anvisa) aprovou no Brasil uma terapia inédita 

para a DA, o dupilumab, este que é um anticorpo monoclonal totalmente humano 

dirigido contra a subunidade α (IL-4R α) do receptor IL-4 que inibe a sinalização 

de IL-4 e IL-13 (Figura 4). Embora outros produtos biológicos, como o 

omalizumab (anticorpo monoclonal anti-IgE), ustekinumab (anticorpo 

monoclonal anti-IL-12/IL-23), mepolizumab (anticorpo monoclonal anti-IL-5), 

BMS-981164 (anticorpo monoclonal anti-IL-31), lebrikizumab (anticorpo 

monoclonal anti-IL-13) e CIM331 (anticorpo monoclonal anti-IL-31) foram ou 

estão sendo investigados para DA, o dupilumab é o único, até a presente data, 

que pode ser comercializado no Brasil para o tratamento dessa patologia 

(Hamilton et al., 2015). 
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Figura 4. Mecanismo do dupilumab. (Modificado de Hamilton, 2015). 

Dupilumab inibindo a sinalização através do bloqueio da subunidade α (IL-4R α) 

do receptor de IL-4 e IL-13. 

 

Além dos tratamentos convencionais e dos novos tratamentos utilizados para 

amenizar os sintomas da DA, diversos pesquisadores buscam novas alternativas 

que possam ser utilizadas, tendo em vista que atualmente há uma falta de 

terapias adequadas, e que a doença não possui cura (Malajian & Guttman-

Yassky, 2015). Nesse sentido, diversas moléculas e extratos de plantas foram 

testadas em modelos animais de DA, buscando auxiliar na melhora dos sintomas 

dessa patologia (Ju Ho et al., 2018;  Tang et al., 2020; Sharma et al., 2020). 

Embora tenham muitas pesquisas de novas moléculas e extratos que possam 

vir a tratar a DA, nenhuma delas conseguiu evoluir para se tornar um 

medicamento exclusivo para o tratamento da patologia, isso provavelmente, 

devido a fisiopatologia complexa envolvida na doença. Dessa maneira, se faz 

necessário a utilização de modelos experimentais utilizando animais, visando a 

busca de uma melhor compreensão da fisiopatologia da doença, assim como a 

busca de novas estratégias terapêuticas para o seu tratamento. 
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2.1.4 Hidrocortisona (HC) 

A HC é considerada a base do tratamento farmacológico para as lesões da 

DA (Yuan et al., 2020). Esse medicamento é um análogo sintético do hormônio 

cortisol que é produzido pela glândula suprarrenal (Prete et al., 2020) (Figura 5). 

Dentro da classificação dos corticosteroides tópicos de acordo com sua potência, 

a HC apresenta baixa potência e por isso é a escolha para o tratamento em áreas 

com alta penetração, incluindo axilas, virilhas, órgãos genitais e face (Chabassol 

& Green, 2012). De acordo com isso, a HC é um fármaco recomendado para 

efetuar tratamentos de cunho inflamatório, de origem proliferativa ou de causa 

imunológica da pele, sendo considerada eficiente no tratamento de sintomas 

cutâneos com a presença ou não de prurido e sensação de queimadura (Yuan 

et al., 2020).  

 

 

Figura 5. Estrutura da química da hidrocortisona. 

.  

 

O mecanismo de ação da HC está ligado a inibição da enzima fosfolipase A2, 

impedindo a formação de ácido aracdônico e, consequentemente, das 

prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos. Como agonista do receptor de 

glicocorticóide, a HC promove o catabolismo proteico, a gliconeogênese, a 

estabilidade da parede capilar, a excreção renal de cálcio e suprime as respostas 

imunológicas e inflamatórias (Goodwin et al., 1986). Mesmo a HC sendo a 

escolha de tratamento para as lesões da DA, quando aplicada em áreas 

extensas ou por um período prolongado pode desenvolver os efeitos adversos 

citados no tópico anterior,  podendo levar a interrupção do seu uso (Kim et al., 

2014). Dessa forma, torna-se importante a pesquisa por novas alternativas 
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terapêuticas para o tratamento da DA, seja através de novos 

compostos/moléculas ou alternativas capazes de reduzir os efeitos adversos 

desta classe de medicamentos utilizados para o tratamento da doença. 

 

2.2 Efeito farmacológico de compostos orgânicos de selênio  

O Selênio (Se) é um nutriente essencial para o organismo, que foi descoberto 

em 1817 pelo químico sueco Jöns Jacob Berzelius. Essa descoberta permitiu 

que diversos estudos pudessem ser realizados para avaliar a influência de suas 

formas inorgânicas nos organismos vivos (Kieliszek & Błażejak, 2016). O Se foi 

reconhecido como um oligoelemento essencial desde 1957, sendo o elemento 

menos abundante na Terra com finalidade biológica (Schroeder et al., 1970). Na 

verdade, mais de 25 selenoproteínas foram identificadas em humanos e muitas 

delas servem a funções críticas (Lu & Holmgren, 2009). Com o passar do tempo, 

o Se passou a ser empregado em estruturas químicas, uma vez que apresenta 

diversas propriedades interessantes. Dentre as suas propriedades, destaca-se 

a antioxidante (Croft et al., 2007).  

Este elemento é facilmente introduzido e eliminado de moléculas orgânicas e 

por isso, a partir da década de 30, os organocalcogênios começaram a ser alvos 

de interesse para os químicos orgânicos em virtude da descoberta de suas 

aplicações sintéticas (Comasseto, 1983), e de suas propriedades biológicas e 

aplicações farmacológicas (Nogueira et al., 2004). Inúmeros estudos 

demonstram que os compostos orgânicos de Se apresentam propriedades 

farmacológicas interessantes, como: antioxidantes, anti-inflamatórias, 

neuroprotetoras, ansiolítica, anti-hiperglicêmica, anti-hipertensiva, anticâncer, 

antiviral, imunossupressora, antidepressiva, entre outras (Pinz et al., 2018; 

Wilhelm et al., 2019; Voss et al., 2020; Reis et al., 2020;  Luchese et al., 2020; 

Nogueira et al., 2021; de Oliveira et al., 2022; Reis et al., 2022) . Além disso, em 

um estudo anterior a esta tese, foram observados efeitos positivos do tratamento 

oral e tópico com 7-cloro-4-(fenilselanil) quinolina (4-PSQ) (composto orgânico 

de Se) sobre os sintomas, parâmetros inflamatórios e oxidativos em um modelo 

de DA induzida com DNCB. Importantemente, a eficácia do tratamento com o 4-

PSQ foi semelhante ou até melhor do que a dexametasona, um glicocorticoide 

frequentemente utilizados no tratamento da DA  (Voss et al., 2018). 
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No estudo dessa tese, foi investigado o efeito de outro composto orgânico de 

Se, o SeTal (Figura 6), em um modelo de lesões semelhantes a DA induzidas 

por DNCB. Uma das principais vantagens do SeTal sobre outros compostos de 

organosselênio é sua alta solubilidade em água. Além disso, ele é altamente 

estável em soluções que simulam fluidos biológicos e no trato gastrointestinal e 

não é rapidamente degradado ou metabolizado, ao contrário de outros 

compostos contendo Se. Dessa forma, permanece intacto durante o 

armazenamento prolongado e possui disponibilidade por via oral (Zacharias et 

al., 2020). Ademais, em um estudo realizado anteriormente, o SeTal foi 

administrado por via oral em camundongos por até 12 semanas a 1 mM, sem 

qualquer sinal de toxicidade evidente ou efeitos adversos à saúde, e foi 

demonstrado que permanece intacto no plasma e em vários tecidos (Zacharias 

et al., 2020). Em relação aos seus efeitos, o SeTal demonstrou atividade 

antioxidante em camundongos, diminuindo os níveis de superóxido, aumentando 

a disponibilidade de óxido nítrico basal e normalizando a contribuição de 

prostanóides vasoconstritores (Ng et al., 2017). Além disso, o SeTal também é 

um tratamento promissor para feridas crônicas, pois melhora a cicatrização em 

camundongos não diabéticos e diabéticos e melhora a perfusão vascular (Davies 

& Schiesser, 2019). 

 

 

Figura 6. Estrutura química do 1,4-anidro-4-seleno-D-talitol (SeTal). 

 

Sendo assim, a busca e investigação das propriedades farmacológicas dos 

compostos orgânicos contendo Se, têm crescido nos últimos anos. Nesse 

contexto, cabe destacar que o SeTal apresentou propriedades farmacológicas 

interessantes, anteriormente destacadas, e pode tornar-se um promissor 
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tratamento para lesões semelhantes a DA. Paralelamente a isso, o estudo de 

novas formas farmacêuticas de uso tópico como os biomateriais são de grande 

valor no estudo da DA, sendo que estas podem atuar como um curativo capaz 

de carrear estes compostos de Se, isolar o local da lesão e até mesmo reduzir o 

efeito adverso dos tratamentos convencionais a base de corticosteróides.  

 

2.3 Biomateriais 

No final da década de 1960, estudos começaram a explorar a natureza da 

biocompatibilidade de materiais, e logo suas aplicações se tornaram visíveis, 

especialmente no campo da medicina. Sistemas de liberação de fármaco, 

biossensores e biocurativos, tornaram-se possíveis, em grande parte, por conta 

dos biomateriais (More et al., 1996). No ano de 1987, surgiu uma das primeiras 

definições para o termo, que descreve um biomaterial como um material usado 

em dispositivos médicos, com o objetivo de interagir com os sistemas biológicos. 

Como complemento, ainda foi descrito que biocompatibilidade é “a habilidade do 

biomaterial em proporcionar uma resposta hospedeira apropriada para uma 

aplicação específica” (Ratner et al., 2013). Os biomateriais são classificados de 

acordo com a sua origem de obtenção, ou seja, natural e artificial. A classificação 

na forma natural ocorre quando o biomaterial é retirado do meio ambiente sem 

a necessidade de manipulação em laboratório; na forma artificial ocorre uma 

combinação de substâncias, manipulação em laboratório ou síntese de novos 

materiais (O’Brien, 2011). 

 Para um material ser biocompatível, ele deve possuir como característica a 

capacidade de promover uma resposta hospedeira adequada para uma 

aplicação específica, com o mínimo de reações possíveis, levando em 

consideração as condições de utilização e avaliação (Patel & Gohil, 2012). Esse 

tipo de material não pode ser tóxico nem liberar substâncias tóxicas, uma vez 

que entram em contato com fluidos corporais, e precisam ser compatíveis com 

os tecidos do corpo. Do mesmo modo, um biomaterial não deve causar reação 

alérgica e/ou inflamatória (Temenoff & Mikos, 2008). 

Como mencionado anteriormente, os biomateriais podem ser utilizados 

como, biossensores e sistemas de hemodiálise, dispositivos para liberação de 

medicamentos na forma de filmes, implantes subdérmicos e partículas, 

curativos, entre diversas outras aplicações (Pires et al., 2015). No que diz 
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respeito a administração de fármaco por meio dos biomateriais, os desafios 

fundamentais incluem a seleção de fatores ou combinação de fatores 

necessários para induzir uma resposta desejada, além da dose e da entrega 

espaço-temporal necessária para a regeneração adequada do tecido (Chen & 

Liu, 2016). 

Polímeros, cerâmicas, metais, entre outros podem ser utilizados como 

biomateriais, por exemplo, como substitutos desde tecidos ósseos a tecidos 

moles, como cabeça do fêmur e implantes de mama, respectivamente. Dentre 

estes materiais, os polímeros vêm se destacando cada vez mais no ramo de 

aplicações biomédicas (Pires et al., 2015). Como mencionado anteriormente, os 

biomateriais também podem ser de origem sintética ou natural. O uso de 

materiais de origem sintética pode levar a formação de resíduos que dificultam 

a recuperação da lesão. Essa limitação pode ser diminuída pelo uso de 

dispositivos produzidos a partir de variados tipos de compostos poliméricos 

naturais, uma vez que estes além de serem biocompatíveis são biodegradáveis 

(Sionkowska, 2011). Diante do exposto, os biomateriais poliméricos se tornaram 

uma importante ferramenta na medicina moderna, em doenças de pele ou na 

cicatrização de feridas eles podem ser utilizados para carrear medicamentos, 

além de atuar como um curativo (biocurativo). Estes materiais geram um 

microambiente controlado, além de exercerem a função de barreira física 

protegendo a lesão contra fatores externos (Basit et al., 2020).  

 

2.3.1 Biomateriais poliméricos (biopolímeros) 

Os polímeros são macromoléculas de alta massa molar formadas por meio 

de ligações covalentes de unidades repetidas menores ao longo da cadeia 

principal, chamadas de monômeros (Canevarolo, 2002). Os polímeros podem 

ser obtidos a partir de reações de polimerização ou por meio de organismos 

vivos, classificando-se, assim, como sintéticos e naturais (biopolimeros). Os 

biopolímeros, também chamados de polímeros naturais, são macromoléculas 

provenientes de fontes renováveis que ocorrem na natureza (Hocking, 1992).  

 Dentre os biomateriais mais empregados no âmbito hospitalar destacam-se 

os biopolímeros, devido as diversas vantagens que eles apresentam, como: 

facilidade na fabricação, processamento secundário (reciclagem), baixo custo e 

disponibilidade em encontrar materiais com propriedades mecânicas e físicas 
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desejadas para aplicações específicas (Shahid-ul-Islam et al., 2013). Além disso, 

os biopolimeros são capazes de formar filmes flexíveis, resistentes a ataques 

biomecânicos, leves e biocompatíveis. Os polímeros de origem natural são 

encontrados em abundancia e seus produtos de degradação são biocompatíveis 

e não-tóxicos (Zia et al., 2017). 

Existe uma ampla variedade de biopolímeros que são utilizados em 

aplicações biomédicas, e suas aplicações incluem, principalmente, o tratamento 

de feridas e liberação controlada de fármacos (Contardi et al., 2019). Estas 

aplicações são possiveis devido a todas caracteristicas que foram mencionadas 

anteriormente para esse tipo de material, como biocompatibilidade e 

biodegrabilidade (Zia et al., 2017). Outra caracteristica importante é que a 

degradação desses materiais depende de processos enzimáticos. Além disso, 

estes são mais fáceis de serem metabolizados pelo organismo humano, além de 

serem formados a partir de grupos funcionais disponíveis para modificações 

químicas e enzimáticas, disponibilizando grande variedade de produtos com 

propriedades adaptáveis para vasto campo de aplicação (Jacob et al., 2018). 

 

2.3.1.1 Gelatina, amido e alginato de sódio 

Em 1850 a gelatina começou a ser utilizada como aglutinante dos sais de 

prata na indústria fotográfica (Fakhreddin Hosseini et al., 2013). A gelatina é um 

polímero natural composto por proteínas e peptídeos, e este biopolimero é 

derivado da hidrólise parcial do colágeno, correspondente ao principal 

componente de proteína fibrosa em ossos, cartilagens, pele, tendões (Rivero et 

al., 2009).  

A gelatina é praticamente insípida, inodora e incolor ou ligeiramente 

amarelada, nas temperaturas entre 45°C a 60°C ela é soluvel em água e a 

compostos como glicerol e ácido acético. O peso molecular é relativamente alto 

(20.000-250.000 Da) comparado aos polímeros sintéticos devido ao modo de 

processamento (Harrington & Von Hippel, 1962). Sob condições específicas 

como temperatura ambiente, solventes ou pH, a gelatina pode apresentar 

diferentes modos de geleificação, podendo ser moldada de acordo com o 

interesse do pesquisador (Huang & Fu, 2010). Existe um grande interesse de 

aplicação para as indústrias farmacêuticas médicas, devido às suas 

propriedades de biodegradabilidade e biocompatibilidade com ambientes 
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fisiológicos e alta resistência à tensões mecânicas.. Sua aplicação se estende à 

área médica, culinária, industrial, cosmética, entre outras (Gómez-Guillén et al., 

2011). 

Por outro lado, o amido é um polissacarídeo de reserva de plantas superiores 

que é acumulado nos cloroplastos das folhas e nos amiloplastos. O amido é 

oriundo de resíduos de glicose formados durante o processo de fotossíntese. 

Essas moléculas de glicose unidas pela ação de enzimas, na presença de 

Adenosina Trifosfato (ATP), formam estruturas complexas, amilose e 

amilopectina, constituintes majoritários do amido (Forouzandehdel et al., 2020).  

Na indústria de alimentos o amido tem ganhado destaque não só pela sua 

importância nutricional mas também por atuar como um agente de melhoria das 

propriedades tecnológicas dos alimentos, como a viscosidade, solubilidade, 

força de gelatinização ou adesão nos produtos alimentares (Cavalcanti et al., 

2011). O amido está sendo cada vez mais estudado como substituinte de 

materiais derivados do petróleo, como na produção de embalagens. E isto se dá 

pelo fato do amido ser um material de fonte renovável e biodegradável (Dehghan 

Baniani et al., 2017). A proporção entre a amilose e amilopectina (principais 

constituintes do amido), afeta a morfologia dos biopolimeros; um alto teor de 

amilose proporciona a confecção de filmes mais homogêneos, enquanto que um 

alto teor de amilopectina causará aumento na tendência de separação de fases 

(Krogars et al., 2003). Ou seja, uma maior concentração de amilose apresentam 

filmes com melhores propriedades de força mecânica e barreira, por outro lado 

filmes com maior proporção de amilopectina são mais frágeis e quebradiços 

(Krogars et al., 2003).  

O Alginato é um polissacarídeo linear natural composto por unidades dos 

ácidos 1,4-β-D-manurônico e α-L-gulurônico, extraído comercialmente de algas, 

com reconhecidas propriedades biológicas (K. Y. Lee & Mooney, 2012). Este 

biomaterial apresenta inúmeras aplicações na ciência e engenharia biomédica 

devido às suas propriedades favoráveis, incluindo biocompatibilidade e 

facilidade de gelificação. O alginato têm atraído atenção por seus usos na terapia 

genética, engenharia de tecidos, cicatrização de feridas e administração 

controlada de drogas, por meio da semelhança estrutural com as matrizes 

extracelulares nos tecidos (Zdiri et al., 2022).   
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Os curativos/biomateriais a base de alginato fornecem um microambiente 

fisiologicamente úmido ao local de aplicação, reduzem a inflamação e infecção 

bacteriana no local da ferida e consequentemente facilitam a cicatrização (Taskin 

et al., 2013). Diversas moléculas, desde pequenas drogas químicas até 

proteínas macromoleculares, podem ser liberadas de géis de alginato de 

maneira controlada, dependendo dos tipos de reticulantes e métodos de 

reticulação (K. Y. Lee & Mooney, 2012). Semelhante aos outros biopolímeos, o 

alginato também é biodegradável, o que estimula seu uso em muitas aplicações 

médicas e farmacêuticas (Zdiri et al., 2022). 

 

2.3.1.2 Vitamina C 

A vitamina C (ácido ascórbico) é um constituinte normal da pele encontrado 

em níveis elevados tanto na derme quanto na epiderme (Nielsen et al., 2021). 

Além disso, a vitamina C atua como um antioxidante natural, apresentando 

propriedades anti-inflamatórias, fotoprotetoras, além de ser um bioestimulador 

conhecido da síntese de colágeno e síntese de hidroxiprolina e hidroxilisina 

(Ballaz & Rebec, 2019). Ademais, o efeito antioxidante dessa vitamina 

desempenha um papel importante auxiliando na proteção contra espécies 

reativas de oxigênio derivadas da atividade metabólica (Nielsen et al., 2021). 

Devido as atividades supracitadas, a vitamina C protege componentes 

biológicos, como lipoproteínas de baixa densidade, contra modificações 

oxidativas e, assim, pode assumir um papel ateroprotetor (Pawlowska et al., 

2019).   

Ainda, a vitamina C (Figura 7) é útil para construir uma resistência frente às 

doenças, sendo essencial na dieta dos seres humanos (Cimmino et al., 2018). 

Corroborando, essa vitamina está presente no cérebro dos mamíferos, 

juntamente com várias aminas neurotransmissoras, atuando como um 

importante cofator (Chang et al., 2020). Frente ao que foi exposto, e devido a 

sua ampla lista de beneficios para o corpo humano, a vitamina C tem sido 

utilizada para o tratamento de diversas enfermidades, tais como resfriados, 

infertilidade e câncer (Nielsen et al., 2021). 

Está estabelecido que a deficiência de vitamina C pode desencadear ou 

agravar a ocorrência e o desenvolvimento de algumas doenças de pele, incluindo 

a DA (Kaiqin Wang et al., 2018). Além disso, os níveis plamáticos dessa vitamina 
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estão reduzidos em pacientes comprometidos com DA (Shin et al., 2016). Assim, 

estudos demonstram que niveis elevados de vitamina C podem reverter quadros 

inflamatórios crônicos e assim reduzir os sintomas clinicos da DA (Lim et al., 

2013; Park & Zippin, 2014). Kaiqin Wang e colaboradores (2018) destacam que 

a vitamina C pode ser um tratamento coadjuvante para doenças de pele, no 

entanto, sua administração oral ainda pode causar DA simétrica. Portanto, a 

incorporação desta vitamina em um biofilme pode oferecer uma via de 

administração alternativa para o tratamento e atenuação de sintomas 

semelhantes a DA. 

 

 

Figura 7. Estrutura química da vitamina C (ácido ascórbico). 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

Investigar o efeito tópico do composto SeTal como uma nova estratégia 

terapêutica para o tratamento das lesões semelhantes a DA, bem como a 

utilização de filmes biopoliméricos como moduladores e direcionadores da 

liberação de fármacos, ambos em um modelo de DA induzida por DNCB em 

camundongos. 

 

3.2 Objetivos específicos 

a) Investigar o efeito tópico do composto SeTal em um modelo de DA 

induzida por DNCB em camundongos: 

• Identificar uma nova estratégia farmacológica para o tratamento da DA; 

• Verificar se o SeTal reduz as lesões e o prurido caracteristicos da DA; 

• Investigar se o composto SeTal é capaz de modular os parâmetros 

inflamatórios relacionados com o desenvolvimento das lesões 

semelhantes a DA nos camundongos; 

• Mensurar a expressão de interleucinas que podem ser utilizadas como 

marcadores fisiopatológicos da DA, bem como avaliar se o composto 

SeTal é capaz de atenuar estes marcadores;  

• Avaliar o efeito do SeTal sobre os infiltrados celulares e a formação de 

fibras de colágeno na pele, após a indução de lesões semelhantes a DA 

em camundongos. 

 

b) Investigar o efeito de HC incormporada à um filme biopolimérico (via 

tópica), em um modelo de DA induzida por DNCB em camundongos: 

• Investigar se a incorporação da HC em um filme reduz os seus efeitos 

adversos; 

• Preparar e caracterizar os filmes biopoliméricos de gelatina e 

gelatina+amido incorporados com HC; 

• Avaliar se os filmes biopoliméricos apresentam perfil de liberação 

controlada de HC in vitro; 
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• Investigar o efeito do filme biopolimérico carregado com HC nas lesões e 

prurido caracteristicos da DA; 

• Avaliar a capacidade dos filmes biopoliméricos de modular parâmetros 

inflamatórios; 

• Mensurar se os filmes biopoliméricos interferem nos níveis de 

corticosterona, marcador de resposta ao estresse; 

• Avaliar se a incorporação da HC nos filmes biopoliméricos reduz a 

toxicidade hepática. 

 

c) Investigar o efeito da associação do SeTal a HC e a vitamina C 

incorporados a filmes biopolimericos em um modelo de DA induzida por 

DNCB em camundongos: 

• Investigar se a incorporação do SeTal, SeTal + HC e SeTal + vitamina C; 

em filmes biopoliméricos aumenta a biodisponibilidade dos compostos in 

vitro, bem como possibilita um tratamento a longo prazo; 

• Preparar e caracterizar os filmes biopoliméricos de gelatina e alginato 

incorporados com SeTal, SeTal + HC e SeTal + vitamina C; 

• Avaliar se os filmes biopoliméricos apresentam perfil de liberação 

controlada de SeTal, SeTal + HC ou SeTal + vitamina C in vitro; 

• Investigar o efeito dos filmes biopoliméricos carregado com SeTal, SeTal 

+ HC ou SeTal + vitamina C nos sinais clinicos de lesões cutâneas e 

prurido caracteristicos da DA; 

• Verificar se os filmes biopoliméricos modulam a anormalidade 

imunológica por meio da redução das alterações no baço dos 

camundongos; 

• Avaliar a capacidade dos filmes biopoliméricos em modular parâmetros 

inflamatórios; 

• Investigar se os filmes biopoliméricos modulam os níveis de nitrito e nitrato 

(NOx); 

• Avaliar se a incorporação do SeTal, SeTal + HC ou SeTal + vitamina C 

nos filmes biopoliméricos reduzem a gravidade das alterações 

morfológicas induzidas por DNCB. 
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4. CAPITULOS 

Os resultados que fazem parte dessa tese estão apresentados sob a forma 

de 2 artigos científicos e 1 manuscrito. As seções materiais e métodos, 

resultados, discussão e referências encontram-se nos artigos e no manuscrito, 

representando a íntegra desse estudo. Os artigos estão estruturados conforme 

as revistas no qual foram publicados e o manuscrito está estruturado de acordo 

com revista na qual foi submetido. 
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4.1 Artigo 1 

 

Suppressive effect of 1,4-Anhydro-4-seleno-D-talitol (SeTal) on atopic 

dermatitis-like skin lesions in mice through regulation of inflammatory 

mediators 

 

O artigo científico encontra-se publicado na revista International Journal 

of Trace Elements in Medicine and Biology 
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4.2 Artigo 2 

 

Biopolymeric films as delivery vehicles for controlled release of 

hydrocortisone: Promising devices to treat chronic skin diseases 

 

 

O artigo científico encontra-se publicado na revista International Materials 

Science & Engineering C 
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4.1 Manuscrito 

 

Evaluation of gelatin-alginate films containing 1,4-anhydro-4-seleno-D-

talitol (SeTal) in the treatment of atopic dermatitis-like skin lesions in mice  

 

Manuscrito submetido para Biomaterials Advances 
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Abstract 

New compounds and pharmacological strategies offer alternatives for treating chronic 

skin diseases, such as atopic dermatitis (AD). Here, we investigated encapsulating 1,4-

anhydro-4-seleno-D-talitol (SeTal), a bioactive seleno-organic compound, in gelatin and 

alginate (Gel-Alg) polymeric films as a strategy for improving the treatment and 

attenuation of AD-like symptoms in a mouse model. Hydrocortisone (HC) or vitamin C 

(VitC) were encapsulated with SeTal in the Gel-Alg films, and their synergy was 

investigated. All the prepared film samples were able to encapsulate and release SeTal in 

a controlled manner. In addition, appreciable film handleability facilitates SeTal 

administration. A series of in-vivo/ex-vivo experiments were performed using mice 

sensitized with dinitrochlorobenzene (DNCB), which induces AD-like symptoms. Long-

term topical application of the loaded Gel-Alg films attenuated disease symptoms and 

pruritus, with suppression of the levels of inflammatory markers, oxidative damage, and 

the skin lesions associated with AD. Moreover, the loaded films showed superior 

efficiency in attenuating the analyzed symptoms when compared to hydrocortisone (HC) 

cream, a traditional AD-treatment, and decreased the inherent drawbacks of this 

compound. In short, encapsulating SeTal (by itself or with HC or VitC) in biopolymeric 

films provides a promising alternative for the long-term treatment of AD-type skin 

diseases. 

 

Keywords: Skin diseases; 1,4-anhydro-4-seleno-D-talitol; hydrocortisone; vitamin C; 

biomaterials; drug delivery; selenium. 
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1. Introduction  

 Atopic dermatitis (AD) is a well-known chronic inflammatory skin disease in 

which the patient experiences intense itching and recurrent eczematous lesions. Whilst 

previously regarded as a childhood disorder, AD is now recognized to be a lifelong 

affliction with various clinical manifestations and expressivities, in which defects of the 

epidermal barrier play central roles [1]. Currently, AD treatments focus on restoring 

epidermal barrier function, with first-line therapies including topical corticosteroids that 

are used as anti-inflammatory and antipruritic agents in acute flare-ups. However, 

growing concerns regarding the use of this drug class among patients and medical 

professionals is resulting in decreased treatment compliance, which worsens AD control 

and patient welfare [2]. Accordingly, new agents are sought for the treatment and 

attenuation of AD symptoms as alternatives to corticosteroids. 

           In a previous study, we demonstrated the potential of SeTal (1,4-anhydro-4-

seleno-D-talitol) to reduce inflammatory mediators associated with AD-type skin lesions 

induced by 2,4-dinitrochlorobenzene (DNCB) in mice [3]. Importantly, it should be 

mentioned that SeTal is a patented compound for skin tissue repair applications in 

addition to its powerful antioxidant effect [4]. To broaden our understanding of this 

compound and gain insight into its potential, herein we investigated the use of 

biopolymeric films composed of gelatin (Gel) and sodium alginate (Alg) loaded with 

SeTal as a local treatment for AD-like lesions.  The use of these films as vehicles for the 

controlled release of SeTal is advantageous because it facilitates administration, increases 

compound bioavailability, and enables long-term treatment [5]. Furthermore, 

encapsulating SeTal in a Gel-Alg film overcomes problems related to the fast release and 

loss of SeTal when applied to exudative lesions, due to the very high water solubility of 

this compound [6].  
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           The film constituents (Gel and Alg) were chosen as they exhibit attractive 

properties for preparing biomaterials for topical delivery of drugs to the skin. Gel is a 

water-soluble biopolymer derived from collagen and is widely used in skin adhesives due 

to its attractive properties as a biocompatible, biodegradable, non-immunogenic, and 

naturally abundant material [7–9]. Blending Gel with Alg followed by crosslinking with 

low amounts of a carbodiimide allows the generation of materials with enhanced stability, 

mechanical and bioadhesive properties to be prepared [9]. Alg is a natural linear 

polysaccharide composed of 1,4-β-D-mannuronic (M) and α-L-guluronic (G) acid units, 

is commercially extracted from brown algae, and has recognized biological properties 

[10]. In a similar manner to Gel, Alg is also biocompatible, biodegradable, and non-toxic, 

which has prompted its use in a number of medical and pharmaceutical applications [11].  

           Here, we also examined potential additive effects of SeTal and other 

pharmacological agents used to treat AD symptoms, by also evaluating Gel-Alg films 

containing SeTal together with hydrocortisone (HC) or vitamin C (VitC). As mentioned 

above, HC has been used for years to treat and reduce the most common clinical 

dermatosis symptoms [12]. Despite concerns regarding the topical use of this 

corticosteroid, encapsulation of HC in a polymeric delivery device is an efficient 

alternative for controlling its systemic absorption, thereby limiting adverse side effects 

[13]. On the other hand, VitC is a powerful natural antioxidant that plays a pivotal role in 

various structural and functional skin processes [14]. VitC deficiency is known to trigger 

or aggravate the occurrence and development of some skin diseases, including AD [15]. 

Moreover, lower levels of this vitamin are observed in the plasma of patients afflicted by 

AD [10]. Wang et al. have reported that VitC can be used as an adjuvant to treat a variety 

of dermatoses; however, oral administration still can cause symmetrical AD [16]. 

Therefore, encapsulating VitC in a Gel-Alg film offers an alternative route of 
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administration. In this study, all prepared films were extensively characterized using a 

variety of analytic techniques, with systematic in-vitro/in-vivo/ex-vivo experiments used 

to evaluate their performance in the treatment and attenuation of AD-like symptoms in an 

animal model. 

 

2. Experimental section 

2.1. Materials 

 Gelatin (Gel, type B from bovine skin), alginic acid sodium salt (Alg) from brown 

algae with medium viscosity (molecular mass: 80–120 kDa; M/G units ratio: ~1.56), N-

(3-dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC) and DNCB were 

purchased from Sigma–Aldrich (USA), glycerol (>99%) was purchased from Synth 

(Brazil), and VitC (L-ascorbic acid, analytical grade) was obtained from Sinopharm 

(China). Hydrocortisone (HC, purity >98%) was obtained from Gemini (Brazil), and a 

commercial topical HC cream (1 w/w%, Bayer®) was purchased from a local drugstore 

(Pelotas, Brazil). Each gram of this cream contains 11.2 mg of HC acetate and excipients 

(macrogol stearate 400, stearyl alcohol, liquid petrolatum, white petrolatum, edetate 

disodium, carbomer 980, sodium hydroxide, methylparaben, propylparaben, and purified 

water). SeTal was prepared according to our previous report [4]. All other chemicals were 

of analytical grade.  

 

2.2. Preparation of Gel-Alg films 

   The films (loaded or unloaded) were prepared by a conventional solvent casting 

method, with the composition of each sample detailed in Table 1. Experimentally, Gel 

was first solubilized in distilled water (50 mL) with magnetic stirring at 60 °C for 1 h, 

after which Alg was added to this solution. The Gel:Alg mass ratio was fixed at 10:1 
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based on previous experiments. After homogenization (stirring for 30 min), glycerol was 

added to the Gel/Alg solution, with stirring continued at 30 °C for another 30 min. EDC 

was then added to the solution while being vigorously stirred for 15 min prior to being 

poured into a Petri dish (polystyrene, 80  15 mm, standard round). Solvent casting 

followed by heating in an oven at 40 °C for 24 h led to a film, which was peeled from the 

Petri dish and stored in a dissector. 

           The film samples loaded with SeTal (Figure S1), SeTal/HC, and SeTal/VitC were 

similarly prepared, with pre-determined amounts of the drug compounds added to the 

filmogenic solution with magnetic stirring for 30 min prior to the solvent-casting step. 

Based on previous experiments (not reported), the amounts of these compounds were 

adjusted to around 1 w/w% based on the total mass of biopolymer.   

 

Table 1. Composition of the prepared Gel-Alg films 

Film 
Gel  

(mg) 

Alg  

(mg) 

Glycerol 

(μL)a 

EDC 

(mg) 

SeTal  

(mg) 

HC  

(mg) 

VitC  

(mg) 

Gel-Alg 900 90 100 5 - - - 

Gel-Alg/SeTal 900 90 100 5 10 - - 

Gel-Alg/SeTal/HC 900 90 100 5 10 10 - 

Gel-Alg/SeTal/VitC 900 90 100 5 10 - 10 

a This volume refers to 126 μg of glycerol. 

 

2.3. Analytical characterization of films 

 Fourier-transform infrared (FTIR) spectra were recorded on a Shimadzu IR 

Affinity-1 spectrometer (Japan) over the 3800–400 cm−1 spectral range with a 4 cm−1 

resolution (64 scans). Samples were powdered (Anton Parr BM500 ball mill, USA) and 

mixed with KBr and then pressed into disks. Powder X-ray diffraction (XRD) patterns 

were acquired in the 10–70º 2θ range at 0.05º s−1 on a Siemens D500 diffractometer 
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(Germany) equipped with a Cu-Kα radiation source. The accelerator current and voltage 

were set to 20 mA and 30 kV, respectively. Thermogravimetric analysis (TGA) was 

performed using a Shimadzu DTG60 Analyzer (Japan) operating in the 25–600 °C 

temperature range at 10 °C min−1. Sample were analyzed under 20 mL min−1 flowing 

nitrogen. Mechanical properties were examined using a Stable Microsystems TA.XT2 

texturometer (UK) operating in tensile mode according to the ASTM D882-12 standard 

[17]. Film samples were cut into rectangular shapes (80  25 mm) and stored in a 50% 

relative humidity atmosphere prior to tensile testing. 

 

2.4. Swelling experiments 

 To evaluate the abilities of the prepared films to absorb physiological fluids, 

swelling experiments were performed in simulated wound fluid (SWF), which was 

prepared according to Voss et al. [13]. Dry samples (100 mg) were placed in vials filled 

with 50 mL of SWF, which were kept under stirring (50 rpm) during the experiment. The 

swollen samples were recovered from the vials at the desired time, blotted with filter 

paper to remove the excess liquid and then reweighed. The swelling ratio (SR) at each 

time was calculated according to Equation (1): 

 

𝑆𝑅 (%) =
(𝑚𝑠−𝑚𝑑)

𝑚𝑑
 x 100                                            (1) 

 

where ms and md refer to the mass of the samples in their swollen and dry states, 

respectively. These experiments were performed in triplicate. 

 

2.5. In-vitro release experiments 
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 Release experiments were performed using a Franz diffusion cell apparatus. A 

film sample (100 mg) was directly placed on the surface of a regenerate cellulose dialysis 

membrane (Mwco: 12,000‒14,000; effective release area: 1.5 cm2), which was placed 

between the donor and receptor compartments of the Franz diffusion cell. SWF (pH 7.4, 

12 mL) was used as release medium, and the temperature of the cell was maintained at 

~37 °C throughout the experiment. The release medium was gently magnetically stirred. 

Aliquots (3 mL) were withdrawn at the indicated time points and analyzed using a 

PerkinElmer Lambda 35 UV-Vis spectrophotometer (USA) in the 200‒700 nm 

wavelength range. The medium in the receptor compartment of the Franz cell was 

replaced with an equal amount of fresh SWF. Absorbance data were converted into 

concentrations using a previously constructed calibration curves. All in-vitro experiments 

were performed in triplicate. 

 

2.6. In-vivo and ex-vivo assays 

2.6.1. Animals 

 Experiments were conducted using BALB/c female mice (6‒8 weeks old). The 

animals were exposed to a 12 h light/dark cycle (with light from 7 a.m. to 7 p.m.) at 22 ± 

1 °C and had free access to food and water. Animal experiments were approved by the 

Committee for Care and Use of Laboratory Animals of the Universidade Federal de 

Pelotas (Brazil) (CEEA 4294-2015) according the National Institutes of Health guidelines 

for the care and use of laboratory animals (NIH Publications No. 8023, revised 1978). 

The minimum number of animals required to demonstrate the consistent effects of the 

drug treatment regime was used, and all efforts were taken to make ensure their comfort. 

 

2.6.2. Experimental protocol 
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 We used the pre-clinical AD model with DNCB as an inducer of AD-type skin 

lesions as reported by Chan et al. [18] (Figure 1). The dorsal region of each mouse was 

shaved and 200 µL of 0.5% (v/v) DNCB in 3:1 (v/v) acetone/olive oil was applied on 

days 1 to 3 of the experimental protocol in the initial sensitization phase. Each mouse was 

further challenged with 200 µL of 1% (v/v) DNCB on its back and 20 µL on its right ear 

on days 14, 17, 20, 23, 26, and 29, as shown in Figure 1. The animals were divided 

randomly into seven experimental groups each of 7 animals. Normal control mice (control 

group) were sensitized and challenged with acetone/olive oil (3:1) and received no 

treatment. Sensitized control mice (DNCB group) were sensitized and challenged with 

DNCB and received no treatment. Experimental mice were sensitized and challenged 

with DNCB and were topically treated with films (Gel-Alg, Gel-Alg/SeTal, Gel-

Alg/SeTal/HC or Gel-Alg/SeTal/HC/VitC) or HC (cream). The lesions on the back of 

each mouse was treated every 3 d with loaded or non-loaded film (Gel-Alg, Gel-

Alg/SeTal, Gel-Alg/SeTal/HC, or Gel-Alg/SeTal/HC/VitC) or HC (cream), on days 14, 

17, 20, 23, 26, and 29. The mice were subjected to behavioral testing on the last day of 

the experimental protocol (day 30), after which the animals were euthanized and their 

backs, ears, and spleens were removed for further analysis. 
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Figure 1. Summary of the experimental protocol used to develop AD-like skin lesions 

in DNCB-sensitized mice. 

 

2.6.3. Clinical skin severity scores 

 The lesions on dorsal-skin samples were evaluated and the severity scores were 

determined by analyzing photographs acquired on the last day of the experiment. Five 

skin-lesion signs were assessed: pruritus/itching, erythema/hemorrhaging, edema, 

excoriation/erosion, and scaling/dryness. Each of these symptoms were graded as 

follows: 0 (no symptoms), 1 (mild), 2 (moderate), and 3 (severe), according to Park et al. 

[19]. 

 

2.6.4. Scratching behavior  

 Scratching behavior was evaluated on day 30 because pruritus is the main and 

most-important symptom of AD, with the amount of time that each animal spent rubbing 

their nose, ears and dorsal skin with their hind legs measured and recorded over a 20 min 

period, according to Kim et al. [20]. 

 

2.6.5. Spleen index 

 Changes in spleen mass and length were measured using an analytical scale 

(AUY220- SHIMADZU) and a digital caliper, respectively.  

 

2.6.6. Inflammatory parameters 

2.6.6.1. Ear swelling 

 Following the scratching-behavior assessment (day 30) the thickness of the right 

ear (central portion of the lobe) was evaluated using a digital caliper. Subsequently, mice 

were euthanized, both ears were severed at the base and the mass differences between the 
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control (left) and the DNCB-sensitized ears (right) were determined using an analytical 

balance to determine the extent of swelling. The tissues were then used to quantify 

myeloperoxidase (MPO) activity. 

 

2.6.6.2. Determination of MPO enzymatic activity  

 The activity of MPO was evaluated as described by Suzuki et al. [21] with some 

modifications. Back and ear tissues were minced, pooled, and homogenized in phosphate-

buffered saline (PBS) (20 mmol L−1, pH 7.4) containing ethylenediaminetetraacetic acid 

(0.1 mmol L−1) (EDTA). The homogenates were centrifuged at 900 g for 10 min at 4 °C 

and the pellet was discarded. The supernatant (fraction S1) was then re-centrifuged at 

24,000 g at 4 °C for 15 min to yield the final pellet (P2), which was re-suspended in 

potassium phosphate buffer (50 mmol L−1, pH 6.0) containing 

hexadecyltrimethylammonium bromide (0.5% w/v). Samples were then subjected to three 

freeze-thaw cycles before assaying MPO activity by adding an aliquot of resuspended P2 

(100 µL) to medium containing the resuspension medium and N,N,N’,N’-

tetramethylbenzidine (1.5 mmol L−1). MPO kinetic activity was initiated by the addition 

of H2O2 (0.01 v/v%), and the absorption measured at 655 nm and 37 °C, with the data 

expressed as optical density (OD)/mg protein/min. Protein concentrations were 

determined by the Bradford method [22] using bovine serum albumin (1 g L−1) as the 

standard. 

 

2.6.7. Nitrate and nitrite (NOx) levels 

 NOx levels were determined according to Miranda et al. [23]. Back skin samples 

were used to determine nitrate and nitrite content, an indicator of nitric oxide (NO.) 

production. The NOx content was determined in a medium containing 2 w/v% VCl3 (in 
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5 v/v% HCl), 0.1 w/v% N-(1-naphthyl) ethylenediamine dihydrochloride and 2 w/v % 

sulfanilamide (in 5 v/v% HCl). After incubation at 37 °C, nitrite levels were determined 

spectrophotometrically at 540 nm, based on the reduction of nitrate to nitrite by VCl3. 

Tissue nitrate/nitrite levels are expressed in nmol NOx/mg tissue. 

 

2.6.8. Histological analysis 

 Histological analysis was used to evaluate tissue changes and cell migration into 

the affected areas. Skin sections from the backs of mice were collected and fixed in a 10% 

buffered formalin solution for 24 h. All fragments were cut to 5 μm and stained with 

hematoxylin and eosin (H.E.) and examined under an optical microscope. The treatment 

groups were compared to the control group, with assessment of intraepidermal pustules, 

crust, inflammatory infiltrate in the superficial dermis, deep dermis and subcutaneous 

inflammatory infiltrate. The extent of these events was assessed qualitatively as: discrete 

(low), moderate (medium), and accentuated (high). 

 

2.7. Statistical analysis 

 Data normality was evaluated using the D'Agostino and Pearson omnibus 

normality test. The data were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA) 

followed by Tukey’s test. All analyses were performed using GraphPad software (San 

Diego, CA, USA). Data are expressed as means ± standard errors of the means (SEMs), 

with p < 0.05 considered to be statistically significant. 

 

3. Results and discussion 

3.1. Characterization of the Gel-Alg films 
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           The chemical nature of the films was studied by FTIR spectroscopy with 

representative spectra presented in Figure 2a. The spectra of the Gel-Alg films exhibited 

major bands typically associated with the biopolymers used to prepare it (Figure S2), with 

those from Gel dominating, as it is present in excess. The band between 3600–3000 cm−1 

is believed to reflect the high number of hydroxyl and amine groups, as well as the large 

number of H-bonds among the functional groups of Gel, Alg, and glycerol (the 

plasticizer). The shoulder-type band at 1689 cm−1 is assigned to amide C=O stretching 

formed through the crosslinking process. As reported by Staroszczyk et al. [24], EDC 

mediates the formation of iso-peptide bonds between amino groups and activated 

carboxylic groups of glutamic or aspartic acid residues in Gel. Since carboxylic groups 

are also available on the Alg backbone, we propose that amide bonds are also formed 

between the Gel and Alg chains. The spectrum of the film containing SeTal (Gel-

Alg/SeTal) is similar to that of the bare film, indicative of weak interactions between this 

molecule and the polymer matrix, though the bands associated with C–H, C–O, and C–C 

vibration modes were more intense in the spectrum of Gel-Alg/SeTal compared to Gel-

Alg, with these ascribed to contributions from the functional groups of SeTal. The 

spectrum of Gel-Alg/SeTal/HC exhibited a small band at 1742 cm−1 and a shoulder-type 

band at ~1625 cm−1 assigned to the C=O and C=C stretching vibrations of HC. The more 

intense bands in the 1500–1200 cm−1 range are also attributed to HC [25], confirming the 

presence of this compound in the film. Finally, the spectrum of the film containing VitC 

exhibited the characteristic bands of Gel-Alg/SeTal with the additional bands observed at 

3528, 1741, and 863 cm−1 assigned to the O–H, C=O, and C–C ring stretching vibrations 

of VitC. These findings confirm that VitC had been stably entrapped in the film [26]. 

Moreover, these spectroscopic data indicate that both the SeTal and VitC in the Gel-
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Alg/SeTal/VitC films are physically entrapped in the polymer matrix, with no evidence 

of any chemical interactions (i.e., covalent bonds). 

 

 

Figure 2. (a) FTIR spectra and (b) XRD patterns of Gel-Alg, Gel-Alg/SeTal, Gel-

Alg/SeTal/HC, and Gel-Alg/SeTal/VitC.  

  

 The structures of the encapsulated compounds (SeTal, VitC, and HC) were 

determined by XRD. The data presented in Figure 2b, shows that Gel-Alg exhibits only 

a broad-halo at around 2θ ≈ 20.3° in its XRD pattern, confirming the amorphous nature 

of this material. No significant changes were observed when the XRD pattern of the bare 

film was compared with those obtained from the drug-containing films (SeTal, 

SeTal/VitC, and SeTal/HC). The absence of diffraction peaks from these crystalline 

compounds (Figure S3) indicates that they undergo structural transitions to amorphous 

states during encapsulation. Thus, intermolecular interactions among SeTal, VitC, and 

HC with polymeric matrix appear to limit crystallization of these compounds, which is 

an advantageous in terms of drug solubility and release (cf. previous reports [27]). 

 The prepared films were subjected to TGA/DTG to investigate their thermal 

profiles. Figure 3a shows that all the films exhibited a loss of mass over the 30–150 °C 

temperature range due to water evaporation.  The extent of this loss was dependent on the 
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film sample, which may indicate that these films have different hydrophilicities. The 

smallest mass loss (~3%) was observed for the Gel-Alg/SeTal sample, most likely 

because interactions between SeTal molecules and the polymeric matrix through H-

bonding reduces the number of hydrophilic groups able to interact with water molecules. 

In contrast, the hydrophilicity of the film appeared to return to that observed for the 

pristine film as other compounds (HC or VitC) were added. This may arise from the 

presence of HC or VitC restricting interactions between SeTal and the Gel-Alg matrix 

since these compounds can interact themselves. The mass loss observed in the TGA 

curves at higher temperatures (> 170 °C) is assigned to thermal decomposition of Alg 

(maximum ~251 °C) and Gel (maximum ~316 °C). The DTG curves (Figure 3b), reveal 

that the encapsulated compounds (SeTal, SeTal/HC, and SeTal/VitC) have little effect on 

the thermal stability of the polymer. As reported above, only weak physical interactions 

appear to occur between the encapsulated compounds and the film matrix, consistent with 

the observed thermal trends. However, the DTG curves of Gel-Alg/SeTal and Gel-

Alg/SeTal/HC exhibit a shoulder at around 335 °C, which is ascribed to gelatin moieties 

interacting with SeTal; these moieties are thermally stable, which rationalizes this trend. 

Such a shoulder was not observed for Gel-Alg/SeTal/VitC, most likely because 

interactions between SeTal and VitC interfere with those involving the film matrix, with 

the chemical structures of SeTal and VitC (see Figure S1) favoring interactions between 

these species. Degradation stages related to the pure compounds (SeTal, HC, and VitC) 

were not observed in the TGA/DTG curves, indicative of their efficient entrapment. This 

finding is consistent with the XRD data, which show that these compounds are 

predominantly amorphous in the film matrix. 
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Figure 3. (a) TGA and (b) DTG curves for Gel-Alg, Gel-Alg/SeTal, Gel-Alg/SeTal/HC, 

and Gel-Alg/SeTal/VitC. 

  

 In addition to their physicochemical properties, the mechanical properties of the 

prepared films may play a significant role in their behavior and drug release capacities. 

Therefore, tensile testing was used to investigate the mechanical properties of the 

prepared films. The resulting data are summarized in Table 2 along with the film 

thicknesses.  

 

Table 2. Thicknesses and mechanical properties of the Gel-Alg-based films. 

Film 
Thickness  

(mm)a 

Young´s 

modulus  

(MPa) 

Maximum 

tensile strength 

(MPa)b 

Maximum 

elongation  

(%)b 

Gel-Alg 0.13 ± 0.01 22.44 ± 6.10 237.78 ± 17.94 34.67 ± 4.58 

Gel-Alg/SeTal 0.15 ± 0.03 26.68 ± 1.53 161.80 ± 9.68 18.05 ± 6.40 

Gel-Alg/SeTal/HC 0.16 ± 0.02 25.56 ± 4.10 103.23 ± 37.53 11.13 ± 4.86 

Gel-Alg/SeTal/VitC 0.16 ± 0.03 27.85 ± 4.08 142.80 ± 26.82 14.00 ± 5.79 

a Determined using a digital vernier caliper. b Computed at breaking point. All results are given as 

means ± standard deviations (n = 5). 

 

 The prepared films had similar average thicknesses, which demonstrates that 

incorporating the various compounds did not lead to expansion of the polymeric matrix, 
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which is possible ascribable to interactions between these compounds and the film 

polymer, as reported above. The prepared films were determined to have Young’s moduli 

that varied between 22 and 28 MPa, with the loaded films exhibiting slightly higher 

values, though these were not significantly different, indicating that the encapsulated 

compounds have minimal effects on the rigidity of the Gel-Alg matrix. These data 

corroborate previous results that show that the compounds interact weakly with the Gel-

Alg matrix (vide supra). Compared to other drug-delivery materials, the Young´s moduli 

determined for the films prepared in this study are comparable or superior to those of 

other film-like materials tested as drug delivery systems [13,28]. While the encapsulated 

compounds (SeTal, HC, or VitC) did not appear to affect the Young’s modulus 

significantly, they did affect other mechanical parameters (tensile strength and 

elongation). Table 2 reveals that SeTal-encapsulated film and those containing SeTal/HC 

and SeTal/VitC exhibit lower tensile strengths and maximum elongations. Thus, 

interactions between the various compounds and the film matrix appear to decrease 

polymer chain mobility during mechanical solicitation Additionally, the encapsulated 

compounds decrease the free volume in the film matrix [29], especially for the film loaded 

with SeTal/HC or SeTal/VitC. Despite these small differences, all the films were flexible 

and easy to handle, as illustrated in Figure 4. 
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Figure 4. Photographic images of (a) Gel-Alg, (b) Gel-Alg/SeTal, (c) Gel-

Alg/SeTal/HC, and (d) Gel-Alg/SeTal/VitC. (e) Photographic image of the Gel-

Alg/SeTal/HC film applied to a hand.  

 

3.2. Quantification of film swelling and drug release 

  The ability of biomaterials to swell  is advantageous to treat the exudative lesions 

caused by AD [30], as it prevents maceration and the accumulation of body fluid at the 

treated site [30]. At the same time, the swelling process is a feature of the drug-release 

mechanism [31]. Consequently, we studied the abilities of the prepared films to swell in 

simulated wound fluid (SWF, pH 5.5) at 37 °C. Figure 5a shows swelling ratios (SRs) for 

the various films as a function of time, with rapid increases in the SR detected at early 

time points, with high values achieved by 30 min. This trend is ascribed to the hydrophilic 

natures of Gel and Alg, which favor the sorption and retention of water molecules. 

Swelling appears to plateau beyond 30 min as each film approaches equilibrium. The 

pristine Gel-Alg film achieved an equilibrium earlier (at ~60 min) than the compound-
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containing films, which required ~120 min, and the SR values varied minimally once 

equilibrium had been established. The Gel-Alg film exhibited the highest SR (~490%), 

which is likely due to the higher number of functional groups in this system that are 

available for interaction with water molecules, as well as its free volume that 

accommodates the absorbed liquid. The carboxylic acid groups of Gel and Alg are likely 

to be deprotonated at the pH value employed (5.5), since their pKa values lie between 

3.5–4.5 [32], which results in a high negatively charge density in the polymer matrix that 

causes it to expand, leading to higher liquid absorption. The maximum SR values of the 

other films were calculated to be 406% (Gel-Alg/SeTal), 430% (Gel-Alg/SeTal/HC), and 

434% (Gel-Alg/SeTal/VitC). The lower SR values for the drug-containing films is 

ascribed to fewer available hydrophilic groups, due to interaction with the encapsulated 

molecules, as well as lower the free volume in the film matrix. These results are consistent 

with the mechanical data. Furthermore, the TGA/DTG data show that Gel-Alg/SeTal is 

noticeably less hydrophilic compared to the pristine sample; despite this reduction, each 

drug-containing film exhibited a strong capacity to swell under physiological-like 

conditions, which is likely to have practical advantages. 
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Figure 5. (a) Swelling profiles of the prepared films immersed in SWF at 37 ºC. (b) 

SeTal-release profiles from Gel-Alg/SeTal, Gel-Alg/SeTal/HC, and Gel-

Alg/SeTal/VitC in SWF (pH 7.4) at 37 °C. 

  

 Encapsulated-compound release from the various films was investigated using 

SWF (pH 7.4) as the release medium. These experiments revealed that neither HC nor 

VitC were released (or not detected by the UV-Vis detector employed) from the Gel-

Alg/SeTal/HC and Gel-Alg/SeTal/VitC films over a 24 h period. Only the absorption 

band assigned to SeTal (at 255 nm) was detected in the spectra of aliquots withdrawn 

from the acceptor compartment of Franz cells, with the release of this compound being 

independent of the film sample (Figure S5). Typically, HC and VitC show UV-Vis 

absorption bands at 248 and 264 nm [33]. As FTIR spectroscopy (see above) provided 

evidence weak interactions between SeTal and the film matrix, and stronger interactions 

for HC and VitC (probably through H-bonding), these data rationalize the preferential 

release of SeTal. Figure 5b shows SeTal release behavior for the three different film 

samples over time, with this indicating that the release process depends on the film 

formulation. SeTal was released slowly from Gel-Alg/SeTal at the start of the experiment 

(< 30 min), with no burst behavior observed; the lower hydrophilicity of Gel-Alg/SeTal 

helps explain this behavior. The release rate then increased slightly before achieving 

equilibrium at ~180 min, with ~54% of the encapsulated SeTal released from by the end 

of the experiment (240 min). In contrast, the Gel-Alg/SeTal/HC and Gel-Alg/SeTal/VitC 

films released SeTal more rapidly (Figure 5b), with this ascribed to the additional 

compounds in the matrix reducing the number of SeTal/film interaction sites and 

facilitating release. Despite their faster release profiles, the Gel-Alg/SeTal/HC and Gel-

Alg/SeTal/VitC films achieved a SeTal-release equilibrium faster (~120‒150 min) than 
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Gel-Alg/SeTal, and exhibited maximum SeTal-release extents of 89% and 51%, 

respectively, after 240 min. The HC molecule possibly interacts intermolecularly with the 

Gel and Alg chains due to its large size, and blocks interaction between these chains and 

SeTal, facilitating its release. This suggestion is consistent with the mechanical data (see 

above), as the Gel-Alg/SeTal/HC film exhibited the lowest elongation rate (i.e., lowest 

chain mobility) caused by these interactions. The lower molecular mass of SeTal 

(compared to HC) and its higher aqueous solubility may also contribute to this effect.  

The experimental data were fitted to mathematical models to gain insight into the 

release mechanism, including, zero-order (Equation 3), first-order (Equation 4), Higuchi 

(Equation 5), and Korsmeyer–Peppas (Equation 6) models:  

 

𝑄 = 𝑘0𝑡                                                            (3) 

𝑙𝑛 𝑄 = 𝑘1𝑡                                                         (4) 

𝑄 = 𝑘𝐻𝑡1/2                                                         (5) 

𝑙𝑛 (
𝑄

𝑄∞
) = 𝑙𝑛 𝑘𝐾𝑃 + 𝑛 𝑙𝑛 𝑡                                             (6) 

 

where Q is the fraction of the compound released at time t, Q∞ is the fraction of the 

compound released at infinite time (i.e., equilibrium), while k0, k1, kH, and kKP are the 

zero-order, first-order, Higuchi, and Korsmeyer–Peppas constants, and n is the release 

exponent. The values of these parameters determined from this data fitting (Figures S6a–

S6d) by simple linear regression analysis are summarized in Table 3. 
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Table 3. Kinetic data and coefficient of determination (R2) calculated for SeTal release 

from each prepared film, for the release model employed. 

Release model 

 Film 

Parameter 
Gel-Alg/SeTal Gel-Alg/SeTal/HC Gel-Alg/SeTal/VitC 

Zero-order 
k0 (mg/min) 

R2 

2.44 x 10-3 

0.953 

4.18 x 10-3 

0.784 

2.12 x 10-3 

0.617 

First-order 
k1 (1/min) 

R2 

1.35 x 10-2 

0.545 

1.46 x 10-2 

0.400 

0.79 x 10-2 

0.320 

Higuchi 
kH (mg/min1/2) 

R2 

3.98 x 10-2 

0.930 

7.30 x 10-2 

0.885 

3.93 x 10-2 

0.831 

Korsmeyer–Peppas 

kKP (1/minn) 

n 

R2 

2.59 x 10-4 

1.66 

0.972 

1.05 x 10-4 

1.81 

0.951 

0.49 x 10-4 

1.10 

0.948 

 

 The R2 values in Table 3 suggest that the Korsmeyer–Peppas model is best able  

to explain SeTal release from the various film samples, with the three Gel-Alg-based 

films exhibiting R2 values > 0.94. It is important to note that this model is limited to the 

first 60% of SeTal release [34]. The value of n, which is related to the release mechanism, 

was determined to be greater than unity for each film, with these values consistent with a 

super case-II transport mechanism, in which polymer-chain relaxation associated with 

liquid imbibition is the rate-controlling step [35]. Diffusion and erosion of the polymer 

material also contribute to this transport mechanism, as reported elsewhere [36]. Our 

findings are consistent with other studies into drug release from polymer films [37]. 

 

3.3. In-vivo and ex-vivo assays 

3.3.1. Effect of the prepared films on the clinical signs of AD-like skin lesions 

 DNCB was used to induce AD-like skin conditions in mice. This small hapten-

class molecule penetrates the skin barrier and the intact epidermis of mice to initially 

cause an acquired immune response. Repeated exposure leads to the development of an 

AD-like state [38]. DNCB induction causes anaphylaxis and the appearance of AD-like 

skin lesions, including thicker skin, dryness, swelling, edema, and erythema [39]. 
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The effects of topically applying Gel-Alg, Gel-Alg/SeTal, Gel-Alg/SeTal/HC, and 

Gel-Alg/SeTal/VitC on skin lesion severity, scratching behavior, and back skin thickness 

are shown in Figures 6a and 6b. One-way ANOVA followed by Tukey’s post-hoc test 

revealed that DNCB significantly increased skin severity scores [F6,42 = 45.79, p < 

0.0001], scratching behavior [F6,42 = 420.3, p < 0.0001] and back thickening [F6,42 = 

32.76, p < 0.0001] compared to the control group, consistent with DNCB inducing an 

AD-like phenotype (Figures 6c and 6d). Topical treatment with film loaded with Gel-Alg 

(p < 0.0001), Gel-Alg/SeTal (p < 0.0001), Gel-Alg/SeTal/HC (p < 0.0001), and Gel-

Alg/SeTal/VitC (p < 0.0001) reduced DNCB-induced skin-lesion severity, scratching 

behavior, and back thickening. The Gel-Alg/SeTal, Gel-Alg/SeTal/HC, and Gel-

Alg/SeTal/VitC films also significantly improved clinical and behavioral parameters 

compared to those detected with HC cream. DNCB-induced stimulation resulted in 

typical allergic responses, including the itching, erythema, skin thickening, edema, 

excoriation, and scaling typical of AD, and the films improved these symptoms and 

pruritus. 

AD induces a variety of immune responses, with the spleen being responsible for 

the production of immune cells as well as other body functions [40]. Consequently, we 

measured the length and mass of the spleen on day 30 to assess splenomegaly, an indicator 

of immunological abnormality [41]. Figures 6e and 6f show that exposure to DNCB 

causes a significant increase in mouse spleen length [F6,42 = 14.83, p < 0.0001] and mass 

[F6,42 = 39.26, p < 0.0001], and that treatment with the Gel-Alg (p < 0.001), Gel-

Alg/SeTal (p < 0.0001), Gel-Alg/SeTal/HC (p < 0.0001), and Gel-Alg/SeTal/VitC (p < 

0.05) films, as well as HC cream (p < 0.01), diminishing these changes in the animals 

sensitized with DNCB. The Gel-Alg/SeTal/HC film more effectively modulated these 

parameters than HC cream. HC is a synthetic cortisol analog and long-term administration 
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is known to result in suppression of the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis and 

adrenocorticotropic hormone (ACTH), which leads to adverse effects including adrenal 

atrophy [42]. In turn, changes in the HPA axis affects the immune system and 

inflammatory pathways [43], as observed in our study through changes in the spleens of 

animals sensitized with DNCB. Thus, encapsulating HC in the Gel-Alg film reduced the 

adverse effects of topical HC, while incorporating SeTal further improved its effects. 
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Figure 6. Effects of topical treatment with various films (Gel-Alg, Gel-Alg/SeTal, Gel-

Alg/SeTal/HC, and Gel-Alg/SeTal/VitC), as well as hydrocortisone cream on atopic-

dermatitis-like (AD-like) symptoms in mice induced by DNCB. (a) Photographic images 

of dorsal skin, (b) skin lesion scores, (c) scratching times, (d) back thicknesses, (e) Spleen 

lengths, and (f) Spleen mass after DNCB sensitization. Data are means ± SEMs (one-way 

ANOVA followed by Tukey’s test). * p < 0.05 compared with the control group, # p < 

0.05 compared with the DNCB treatment group, and & p < 0.05 compared with the 

hydrocortisone (HC) group. 

 

3.3.2 Effects of the prepared films on the inflammatory responses of AD-like skin lesions 

in mice 

AD is a complex disease involving both abnormal immunological and 

inflammatory pathways. Chronically, it is characterized by lesions resulting from 

inflammatory processes which trigger skin edema [20]. Current treatments for AD work 

by reducing major physical symptoms, such as excessive scratching and damage caused 

by skin inflammation [44]. However, these treatments have side effects that reduce 

treatment compliance [45]. Inflammation severity was gauged by ear swelling, with the 

effects of the various treatments shown in Figure 7. One-way ANOVA followed by 

Tukey’s post-hoc test demonstrated that DNCB increases ear swelling compared to the 

control group [F6,42 = 415.40, p < 0.0001] (Figure 7a). Treatment with Gel-Alg (p < 

0.0001), Gel-Alg/SeTal (p < 0.0001), Gel-Alg/SeTal/HC (p < 0.0001), and Gel-

Alg/SeTal/VitC (p < 0.0001) films, and HC cream (p < 0.0001) reduced DNCB-induced 

ear edema, with Gel-Alg/SeTal/HC and Gel-Alg/SeTal/VitC showing superior effects 

when compared to HC. The combination of SeTal and HC in the Gel-Alg/SeTal/HC film 

provided a superior effect compared to Gel-Alg/SeTal alone. 

Topical sensitization with DNCB triggers an inflammatory process that can be 

detected as increased ear edema, with this process related to the accumulation of 
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polymorphonuclear leukocytes (PMNs) including neutrophils. The number of PMNs can 

be quantified by the activity of MPO, a oxidant-generating heme enzyme released 

primarily  by neutrophils [46]. Figures 7b and 7c show the effect of topical film treatment 

(Gel-Alg, Gel-Alg/SeTal, Gel-Alg/Setal, Gel-Alg/SeTal/HC or Gel-Alg/SeTal/VitC) on 

MPO activity in the ear and back skin of mice, respectively. One-way ANOVA followed 

by Tukey’s post-hoc test revealed that DNCB significantly increased MPO activity in 

mouse ears [F6,42 = 355.10, p < 0.0001] and dorsal skin [F6,42 = 415.50, p < 0.0001] 

compared to the control group as expected. The Gel-Alg (p < 0.0001), Gel-Alg/SeTal (p 

< 0.0001), Gel-Alg/SeTal/HC (p < 0.0001), Gel-Alg/SeTal/VitC (p < 0.0001) films and 

the HC cream (p < 0.0001) decreased MPO activity in the ear (Figure 7b) and dorsal skin 

(Figure 7c) compared to mice sensitized with DNCB but otherwise left untreated. The 

Gel-Alg/SeTal, Gel-Alg/SeTal/HC, Gel-Alg/SeTal/VitC films were more effective than 

HC cream (positive control) in reducing the MPO activity in the analyzed tissue. 

Furthermore, the Gel-Alg/SeTal/HC film exhibited superior performance for reducing 

MPO activity in the dorsal skin of mice sensitized with DNCB than Gel-Alg/SeTal. 
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Figure 7. Effect of topical treatment with films (Gel-Alg, Gel-Alg/SeTal, Gel-

Alg/SeTal/HC and Gel-Alg/SeTal/VitC) and hydrocortisone (HC) cream on (a) ear 

swelling, (b) ear MPO activity and (c) dorsal skin MPO activity Data are means ± SEMs 

(one-way ANOVA followed by Tukey’s test). * p < 0.05 compared with the control 

group, # p < 0.05 compared with the vehicle-DNCB group, + p < 0.05 compared with the 

Gel-Alg/SeTal group, and & p < 0.05 compared with the hydrocortisone group. 

 

3.3.3 Effect of prepared films on NOx levels, as an oxidative parameter in AD-like skin 

lesions in mice 

Skin inflammation in AD patients plays an important role in the pathogenesis of 

this disease through the overproduction of oxidants, with consequent decreases in 
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antioxidant defense capacity [47]. Multiple endogenous and exogenous factors can 

increase oxidant production including the inflammatory responses of leukocytes, with this 

resulting in altered NOx levels [48]. Elevated oxidant levels can induce damage to cellular 

and extracellular macromolecules, including lipids, proteins, and nucleic acids, with this 

resulting in disruption to biochemical processes [49]. Consequently, oxidative stress is 

often studied in AD-like models, given that an imbalanced redox system appears to 

predispose to AD pathogenesis [50].  

Figure 8 shows how Gel-Alg, Gel-Alg/SeTal, Gel-Alg/Setal, Gel-Alg/SeTal/HC,  

Gel-Alg/SeTal/VitC, and HC cream treatment affect NOx levels in the dorsal skin of 

mice. One-way ANOVA followed by Tukey’s post-hoc test revealed that animals 

sensitized with DNCB show higher NOx levels compared to the control group [F6,42 = 

72.86, p < 0.0001]. Treatment with Gel-Alg (p < 0.0001), Gel-Alg/SeTal (p < 0.0001), 

Gel-Alg/SeTal/HC (p < 0.0001), Gel-Alg/SeTal/VitC (p < 0.0001), or HC cream (p < 

0.0001) ameliorated the higher NOx levels induced by DNCB. The Gel-Alg/SeTal/VitC 

film provided a superior effect in reducing NOx levels caused by DNCB in the dorsal 

skins of mice than Gel-Alg/SeTal or HC cream. This was as expected, as VitC is a potent 

natural antioxidant and anti-inflammatory agent [51,52], and can also  modulate the 

immune system [53]. SeTal has also been shown to have potent antioxidant activity, 

acting at different points in the general mechanism of antioxidant defense [54]. Thus, 

SeTal may contribute to suppressing AD-like skin lesions via an antioxidant activity, 

though other mechanisms cannot be excluded. Therefore, the combined antioxidant and 

anti-inflammatory effects of SeTal may provide an effective therapy for AD-like lesions. 
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Figure 8. Effects of topical treatments with films (Gel-Alg, Gel-Alg/SeTal, Gel-

Alg/SeTal/HC, Gel-Alg/SeTal/VitC) and hydrocortisone (cream) on nitric oxide level in 

mouse dorsal skin. Data are means ± SEMs (one-way ANOVA followed by Tukey’s test). 

* p < 0.05 compared with the control group, # p < 0.05 compared with the vehicle-DNCB 

group, + p < 0.05 compared with the Gel-Alg/SeTal group, and & p < 0.05 compared with 

the hydrocortisone group. 

 

 

3.3.4. Effects of the prepared films on AD-type skin lesions in mice as determined by 

morphological analysis  

Histological scores were evaluated using H.E. to identify the effects of DNCB 

sensitization and film treatment on AD-like skin lesions. The severities of the 

morphological alterations to the dorsal skin caused by exposure to the various treatments 

are shown in Figure 9. The dorsal skin of control animals exhibited normal histological 

architecture (Figures 9a and 9b), while dorsal skin sections of animals sensitized by 

DNCB exhibited intraepidermal pustules along with thick crusts (Figure 9c) and marked 

inflammatory eosinophil, macrophage, and lymphocyte infiltrates in the superficial, deep, 
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and subcutaneous dermises (Figure 9d). The animals that received HC cream had a 

thinner dermis and exhibited low dermal inflammatory responses (Figure 9e) with few 

inflammatory cells present in the dermis and subcutaneous regions (Figure 9f). While 

crusts were observed to a limited extent, no intraepidermal pustules were present. The 

dorsal skins of animals that received the Gel-Alg film exhibited marked crusts covering 

the epidermis with intraepidermal pustules (Figure 9g), in addition to moderate 

inflammatory polymorphonuclear, macrophage, and lymphocyte infiltrates in their 

superficial, deep, and subcutaneous dermises (Figure 9h). 

The animals treated with Gel-Alg/SeTal film presented large intraepidermal 

pustules and multiple crust layers (Figure 9i), in addition to a marked inflammatory 

response in the superficial and deep dermis along with eosinophil, macrophage, and 

lymphocyte infiltration (Figure 9j). However, fewer infiltrates were observed in 

subcutaneous tissue. In contrast, the animals treated with the Gel-Alg/SeTal/HC film 

exhibited fewer intraepidermal pustules, while multiple crust layers were retained 

between keratin layers (Figure 9k). More discrete inflammatory responses were detected 

in the superficial and deep dermises (Figure 9l). The subcutaneous region showed 

abundant inflammatory eosinophil infiltrates, along with edema and dilated lymphatic 

vessels. The dorsal skin of mice treated with Gel-Alg/SeTal/VitC film showed few 

intraepidermal pustules. Crusting was also observed but without the formation of multiple 

layers (Figure 9m). The eosinophil inflammatory response was more marked than those 

of mononuclear cells and extended almost homogeneously through the dermis and 

subcutaneous tissue (Figure 9n). 

These data demonstrate that DNCB induces a significant increase in immune cell 

(eosinophils, macrophages, and lymphocytes) infiltration into the dermis compared to the 

control group (Figures 9c and 9d). Eosinophils act as immune modulators, secreting 



 
 

102 
 

multiple chemical mediators and cytokines that recruit more immune cells to the affected 

region, thereby exacerbating the inflammatory process [55]. Treatment with HC resulted 

in a thinning of the skin, a known side effect associated with the use of corticosteroid-

class drugs [56]. Thus, corticosteroids delay tissue healing as they inhibit the regulation 

of immune and inflammatory reactions by reducing the expression of interleukins and 

growth factors responsible for neovascularization and fibroblast migration [56]. Our 

histological analyses also demonstrated that the combination of SeTal and HC (Gel-

Alg/SeTal/HC) provides advantages over HC treatment alone in this regard, in addition 

to improving wound healing through the formation of fewer intradermal pustules and 

more-discrete inflammatory responses in the superficial and deep dermises. 
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Figure 9. Photomicrographs (100, left; 200, right) showing the severity of dorsal-skin 

morphological alterations caused by sensitization with DNCB and various treatments. (a) 

and (b) correspond to control animals, (c) and (d) represent animals sensitized with 

DNCB, (e) and (f) represent the HC cream group, (g) and (h) represent the Gel-Alg group, 

(i) and (j) represent the Gel-Alg/SeTal group, (k) and (l) represent the Gel-Alg/SeTal/HC 

group, and (m) and (n) correspond to the Gel-Alg/SeTal/VitC group. Labels: Epidermis 

(E), dermis (D), subcutaneous (S), and nuscle layer (M). All sections were H.E. stained. 
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Conclusion 

 Biopolymeric films of Gel and Alg were prepared and loaded with different 

compounds (SeTal, HC, and/or VitC) to serve as biomaterials for treating and attenuating 

symptoms of AD. Characterization analyses confirmed the presence of the compounds in 

the film matrices and demonstrated that these compounds affect different properties 

(thermal, mechanical, and swelling). The interactions among the encapsulated 

compounds and the Gel-Alg matrix caused these changes and affected their release 

behavior as assessed. Release experiments performed in simulated wound fluid (pH 7.4) 

revealed that only SeTal, which has a lower affinity with the film matrix, is released. 

SeTal was controlled-released, and this process occurs due to a combined mechanism 

involving polymer-chain relaxation, diffusion, and erosion. A series of in-vivo and ex-

vivo studies showed that films loaded with SeTal, HC, and/or VitC have beneficial effects 

on multiple parameters used to evaluate AD in a DNCB-induced model. These films were 

more efficient at treating or attenuating key disease parameters compared to the positive 

control (HC cream). Therefore, encapsulating SeTal with HC and/or VitC in a biopolymer 

film of Gel-Alg appears to be a promising alternative therapy for long-term treatment of 

AD. Furthermore, these biopolymer films also reduced adverse effects associated with 

corticosteroids, such as HC. These films may also provide beneficial effects on other skin 

diseases. 
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FTIR analysis 

 The spectrum of Alg exhibited a broad band centered at 3428 cm-1 related to the 

O–H stretching (hydroxyl groups) and bands in the range of 2970–2810 cm-1 attributed 

to C–H stretching (Figure S2). Characteristic bands of carboxylate groups stretching were 

observed at 1620 cm-1 (C=O asymmetric) and 1413 cm-1 (C=O symmetric), respectively. 

Bands in the range of 1150–950 cm-1 are attributed to the C‒O stretching of the pyranose 

ring with contributions from C–C–H and C–OH deformations [1]. The bands noticed at 

942, 887, and 815 cm-1 are assigned to the C–O stretching of uronic acid residues, β-C1–

H deformation, and mannuronic acid residues [2]. For Gel, the band centered at 3450 cm-

1 is due to the O–H stretching (hydroxyl group) overlapping the band associated with the 

N–H stretching (primary amine and amide groups). Bands related to the C–H stretching 

(CH2 and CH3 groups) are observed in the range of 2990–2820 cm-1, while the amide I 

band is at 1641 cm-1 [3]. This band overlapped the amide II band typically observed 

around 1540 cm-1. Amide III band is noticed at 1235 cm-1, respectively. The spectrum of 

SeTal exhibited a broad band centered around 3350 cm-1 related to O–H stretching 

(hydroxyl groups), bands in the range of 3000–2800 cm-1 are due to C-H stretching (CHx 

groups), and the band at 1437 cm-1 is due to C–H bending (CH2 groups). The band at 

1353 cm-1 is due to the C–OH bending and bands in the range of 1200–950 cm-1 are 

attributed to C–O and C–C stretching. The band at 862 cm-1 is assigned to C–C ring 

stretching and the shoulder-type band at around 540 cm-1 refers to C–Se stretching [4]. 

For VitC, bands in the range of 3650–3150 cm-1 are related to the O-H stretching (free 

and H-bonded hydroxyl groups), while the bands in the range of 3050–2900 cm-1 are due 

to C–H stretching (CH and CH2 groups). Bands at 1755 and 1652 cm-1 are attributed to 

the C=O and C=C stretching in the five-membered lactone ring. The band at 1322 cm-1 is 

due to the C–H wagging (CH2 groups) and the bands in the range of 1200–950 cm-1 can 

be associated with C–O–C stretching, C–OH and C–H bending, and deformation of the 

lactone ring [5]. Finally, the band at 863 cm-1 is assigned to the C–C stretching in the 

lactone ring. The spectrum of HC exhibited bands in the range of 3600–3200 cm-1due to 

the O–H stretching (hydroxyl groups), a band at 3016 cm-1 assigned to aromatic C–H 

stretching, and bands in the range of 2900–2800 cm-1 due to aliphatic C–H stretching 

(CH2 and CH3 groups). Two bands at 1743 cm-1 and 1725 cm-1 are due to C=O stretching 

(carbonyl groups) and the band at 1625 cm-1 is due to C=C stretching. Bands at 1326, 

1272, and 1231 cm-1 are associated with C–C and C–O stretching. The bands associated 
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with the C–H in-plane and out-of-plane bending modes are observed in the range of 1150–

850 cm-1 [6]. 

 

 

Figure S2. FTIR spectra of Alg, Gel, SeTal, VitC, and HC. 
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XRD analysis 

 As observed in Figure S3, the XRD patterns of SA and Gel exhibited broad-halo 

peaks at around 2θ ≈ 13.1º and 21.3º (for SA) and 7.9º and 20.3º (for Gel) denoting that 

both have a predominant amorphous nature, corroborating previous reports [7,8]. On the 

other hand, the encapsulated compounds (SeTal, VitC, and HC) exhibited several well-

defined XRD peaks in the 2θ range analyzed. Overall, such diffraction patterns denote 

that all compounds have a highly crystalline nature with crystallites of different sizes. For 

SeTal, the main diffraction peaks were noticed at 2θ ≈ 11.0º, 14.2º, 17.3º, 19.6º, 21.8º, 

22.9º, 24.8º, and 33.2º. Probably, the ordering of the SeTal structure is due to the 

intermolecular forces among their molecules (H-bonds, van de Waals, etc.). The main 

diffraction peaks for VitC were observed at 2θ ≈ 10.4º, 19.8º, 25.2º, 27.1º, and 35.5º [9], 

while HC diffraction peaks were observed at  2θ ≈ 12.0º, 15.7º, 16.5º, 16.9º, and 21.4º 

[10].  

 

 

Figure S3. XRD pattern of Alg, Gel, SeTal, VitC, and HC. 
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Thermal analysis 

 TGA curve for Alg exhibited two main weight-loss stages, where the first 

(temperature range of 30–120 ºC) is due to the water evaporation and the second (range 

of 200–300 ºC) refers to its thermal decomposition [11] (Figure S4). For Gel, again two 

main weight-loss stages were noticed from its TGA curve. The first stage (range of 30–

140 ºC) corresponds to dehydration and the second stage (range of 240–420 ºC) is 

attributable to the protein chain breakage and peptide chain rupture of Gel [12].  TGA 

curves of the encapsulated compounds (SeTal, VitC, or HC) did not exhibit the weight-

loss stages associated with water evaporation. Indeed, it can be seen from Figure S4 that 

these three compounds have high thermal stability since they did not show weight loss at 

temperatures below 190 ºC. The thermal decomposition of SeTal occurs in two stages. 

The first (range of 220–315 ºC) is likely due to decarboxylation and dehydration 

reactions, while the second stage (temperature range of 320–400 ºC) encompasses 

decarboxylation and carbonization reactions. The TGA curve of VitC exhibited three-

weight loss stages, which refers to their thermal decomposition. The first stage (range of  

190–280 ºC) is due to the decarboxylation and dehydration reactions [13]. The second 

and third weight-loss stages (temperature ranges of 245–380 ºC and 390–500 ºC) are due 

to decarboxylation and decarbonylation reactions and a slow carbonization process [13]. 

The TGA curve of HC exhibited two main weight-loss stages associated with its thermal 

degradation. The first stage (range of 240–390 ºC) can be correlated to the 

decarboxylation and dehydration reactions, while the second stage (range of  240–500 

ºC) refers to the carbonization of this compound [14]. 
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Figure S4. TGA curves of Alg, Gel, SeTal, VitC, and HC. 
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Figure S5. UV-Vis spectra of the release medium collected after 24 h from the acceptor 

compartment of the Franz cells for the experiments performed with (a) Gel-Alg/SeTal, 

(b) Gel-Alg/SeTal/HC, and (c) Gel-Alg/SeTal/VitC. 
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Figure S6. (a) Zero-order, (b) first-order, (c) Higuchi, and (d) Korsmeyer-Peppas plots 

for the release of SeTal from the prepared films. 
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5. DISCUSSÃO 

Os resultados dessa tese demonstram, pela primeira vez, (i) o efeito do SeTal 

nas lesões semelhates a DA em camundongos, (ii) a utilização de um filme de 

base biológica feito de gelatina e/ou amido para atuar como veículo para 

encapsulamento e liberação controlada de HC e (iii) o uso de filmes 

biopoliméricos constituídos de gelatina e alginato de sódio carregados com 

SeTal, SeTal + HC e SeTal + vitamina C, como uma abordagem para tratar 

lesões semelhantes a DA. Os resultados apresentados no primeiro estudo, 

revelam um efeito supressor do SeTal em lesões de pele, comportamento de 

coçar e edema da orelha induzido pela exposição ao DNCB, provavelmente por 

meio de uma redução dos processos inflamatórios locais. 

Através dos resultados obtidos nessa tese, destaca-se a possibilidade da 

implementação de um futuro tratamento capaz de ser disponibilizado no Sistema 

Único de Saúde (SUS), que  é um dos maiores e mais complexos sistemas de 

saúde pública do mundo. A possibilidade supracitada seria possível, devido aos 

resultados promissores do composto SeTal, aliados com a facilidade na 

produção dos filmes poliméricos utilizados. Torna-se importante salientar que o 

composto SeTal possui vantagens terapêuticas sobre outros compostos 

orgânicos de selênio, devido à sua alta solubilidade em água (permitindo 

depuração rápida e evitando qualquer bioacumulação aparente da droga em 

depósitos de gordura, que é um fator limitante de outros compostos dessa 

classe), baixa degradabilidade (permanece intacto durante armazenamento 

prolongado), pouca biotransformação e disponibilidade por via oral (Zacharias et 

al., 2020). A hipótese do mecanismo de ação do SeTal está relacionada com a 

normalização da atividade dos linfócitos Th2 e da redução da expressão de 

citocinas envolvidas na fisiopatologia da doença. Outro ponto importante que 

corroborou com a escolha do SeTal como possível tratamento para DA, é que 

possivelmente este composto reduz o estresse oxidativo principalmente pelo 

mecanismo de eliminação do radical superóxido (Zacharias et al., 2020). 

 O curso primário de tratamento para indivíduos com lesões de DA envolve 

o uso de corticosteroides tópicos devido a sua ação anti-inflamatória (Tan & 

Gonzalez, 2012). Porém, no primeiro estudo, foi observado um alto indice de 

mortalidade em animais sensibilizado pelo DNCB e submetido a HC durante o 

período de tratamento. A taxa de mortalidade observada nesse estudo, atrelada 
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aos efeitos adversos conhecidos da classe dos corticosteroides, impulsionaram 

a realização do segundo estudo utilizando o biomatrial para encapsulamento da 

HC.  

Nesse contexto, os resultados obtidos no segundo estudo revelaram que a 

HC encapsulada não interagiu com as matrizes poliméricas, embora sua 

presença cause mudanças na mecânica e intumescimento dos filmes 

preparados. Experimentos de liberação in vitro mostraram que o mecanismo de 

liberação de HC é impulsionado por difusão para ambos os tipos de filme. 

Experimentos in vivo e ex vivo indicaram que todos filmes preparados 

(carregados ou não com HC) exercem efeitos positivos sobre os parâmetros 

avaliados no modelo de DA induzida por DNCB. No geral, os filmes carregados 

com HC foram mais efetivos no tratamento e atenuação de sintomas 

semelhantes aos da DA em comparação com o creme de HC comercial (1%) 

(utilizado como referência). Além disso, foi demonstrado que ambos os filmes 

carregados com HC exerceram menor toxicidade nos animais tratados do que o 

creme HC comercial (Voss et al., 2020). 

Na fase de caracterização dos filmes, os materiais de partida utilizados foram 

caracterizados por análise de espectroscopia no infravermelho por transformada 

de Fourier (FTIR). Resumidamente, os espectros de gelatina e amido exibiram 

as principais bandas características de tais compostos corroborando com 

estudos anteriores (Ullah et al., 2019). O filme de gelatina exibiu as principais 

bandas provenientes da gelatina com algumas discrepâncias, provavelmente 

devido a presença de glicerol (plastificante). Com a adição do amido, nenhuma 

mudança aparente foi observada comparando com o filme de gelatina, 

resultados semelhantes foram relatados por  Wang e colaboradores (2017). Os 

espectros de FTIR dos filmes carregados com HC foram semelhantes aos 

demais filmes, indicando que a HC não exerce um efeito perceptível na natureza 

química dos filmes. Os espectros dos filmes carregados com HC exibiram uma 

banda em 1742 cm-1, atribuído ao alongamento C=O proveniente do HC. A 

presença de outras bandas de baixa intensidade na região de 1500-1200 cm-1 

dos espectros destes filmes também podem ser associados a HC (Hussain et 

al., 2013). A partir desses dados, pode-se inferir que a HC foi eficientemente 

encapsulada em ambos os filmes; no entanto, nenhuma interação covalente 

aparente ocorre entre HC e as matrizes dos filmes. 
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No teste de análise termogravimétrica (TGA/DTG), a HC pura exibiu três 

perdas de pesos, estágios que começam em 218 °C e terminam em 635 °C, e 

seu principal estágio de decomposição tem uma temperatura máxima de 306 °C 

(Celebioglu & Uyar, 2020). No final da análise o resíduo de HC correspondia a 

5% do seu peso inicial. O filme de gel exibiu dois estágios de perda de peso, o 

primeiro estágio (de 30 °C a 120 °C) é atribuído à perda de compostos voláteis 

e água, enquanto a segunda fase (de 120 °C a 520 °C) está associada à quebra 

da cadeia proteica e à ruptura da cadeia peptídica da gelatina (Soliman & Furuta, 

2014). Além disso, a decomposição térmica do glicerol (o plastificante) ocorre 

entre 160 e 270 °C (Hoque et al., 2011). A estabilidade térmica do filme de 

gelatina foi significativamente alterada após a adição de HC na formulação do 

filme. A temperatura associada com a decomposição térmica da gelatina mudou 

de 332 °C para 257 °C para o filme de gelatina carregado com HC, o que pode 

sugerir que a droga afeta as interações inter e intramoleculares entre as 

correntes de gelatina. Além disso, as curvas TGA/DTG obtidas para o filme 

carregado com HC, não exibiram os estágios de degradação da HC, sugerindo 

que a droga está no estado amorfo dentro da matriz do filme, que é desejável, 

levando em consideração a dispersão de HC e a liberação subsequente 

(Celebioglu & Uyar, 2020). 

 Além disso, as curvas TGA/DTG do filme de gelatina+amido mostraram dois 

estágios de perda de peso, o primeiro é devido à perda de compostos voláteis e 

água (de 30 °C a 130 °C) enquanto a segunda (de 130 °C a 500 °C) refere-se à 

decomposição térmica de gelatina e amido (Quadrado & Fajardo, 2020; 

Podshivalov et al., 2017). A ausência de um novo estágio de perda de peso 

indica alta compatibilidade entre os polímeros, atribuindo esta compatibilidade 

com as inúmeras interações que ocorrem entre gelatina e amido. Provavelmente 

devido a essas interações, o carregamento de HC não afetou a estabilidade 

térmica do filme de gelatina+amido+HC (Soliman & Furuta, 2014). Através da 

Microscopia eletrônica de varredura (SEM), todos os filmes preparados foram 

uniformes, não porosos e apresentaram superfícies homogêneas, o que sugere 

boa compatibilidade entre materiais de partida (gelatina, amido e glicerol). De 

acordo com alguns autores, o glicerol pode atuar como plastificante e 

compatibilizante da mistura de gelatina/amido (Podshivalov et al., 2017). Estes 

resultados aliados ao teste de tração e intumescimento demonstram que os 
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filmes apresentaram características ideais para carrear a HC. Ambos os filmes 

carregados com HC têm capacidade de absorção de líquido, o que é desejável 

para tratar doenças de pele crônicas, como a DA. Tendo em vista que materiais 

expansíveis podem absorver exsudatos e fornecer um ambiente úmido, o que 

reduz o risco de escamação da pele e contaminação por microorganismos 

(Negut et al., 2018). 

Os resultados promissores do SeTal no primeiro estudo e dos biofilmes no 

segudo estudo, impulsionaram a realização do terceiro projeto. Sendo assim, foi 

realizada a incorporação de SeTal, SeTal + HC e SeTal + vitamina C em 

biomateriais de gelatina e alginato de sódio. Os constituintes gelatina e alginato 

foram escolhidos considerando seus aspectos atrativos para a preparação de 

biomateriais para liberação tópica de fármacos na pele (Bhutani et al., 2016). A 

gelatina é um biopolímero solúvel em água derivado do colágeno amplamente 

utilizado para adesivos cutâneos devido às suas propriedades naturais atrativas 

(Xu et al., 2021). Por outro lado, o alginato é um polissacarídeo linear natural 

composto por unidades dos ácidos 1,4-β-D-manurônico e α-L-gulurônico, 

extraído comercialmente de algas marrons, com reconhecidas propriedades 

biológicas (Zdiri et al., 2022). Ademais,  a utilização de vitamina C se deu por 

sua poderosa ação antioxidante natural que possui um papel fundamental em 

vários processos estruturais e funcionais da pele (Nielsen et al., 2021). Está bem 

estabelecido que a deficiência de vitamina C desencadeia ou agrava a 

ocorrência e o desenvolvimento de algumas doenças de pele, incluindo a DA 

(Chang et al., 2020). Além disso, a vitamina C atua na síntese de colágeno como 

um cofator importante para as enzimas lisil e prolil hidroxilases, auxiliando na 

formação dessa proteína que é de suma importancia na cicatrização (DePhillipo 

et al., 2018). 

Várias formas de dermatose como a DA apresentam prurido intenso, dessa 

forma este parâmetro é um importante critério de diagnóstico. Frente a isso, o 

comportamento de coçar é uma possível abordagem para avaliar o efeito anti-

pruriginoso dos tratamentos (G. Park & Oh, 2014).  No primeiro estudo, o Setal 

foi capaz de reduzir o comportamento de coçar induzido pelo DNCB. Da mesma 

forma os biomateriais carragados com HC (segundo estudo) e SeTal, SeTal + 

HC ou SeTal + vitamina C (terceiro estudo), reduziram este comportamento nos 

camundongos. Estes resultados são importantes pois o prurido intenso e lesões 
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eczematosas são características da DA, e esses fatores causam estresse 

psicológico severo e afetam a qualidade de vida de pacientes com a doença 

(Bruno et al., 2016). Além disso, a pele afetada pela DA apresenta vermelhidão 

e coceira excessiva, podendo causar feridas na pele e vazamento de fluidos 

(Tokura, 2010).  

Respostas alérgicas e inflamatórias repetidas em pacientes com DA, ao longo 

do tempo resultam em um endurecimento e espessamento da superfície da pele 

(Yarbrough et al., 2013). No primeiro estudo, o SeTal nas duas concentrações 

testadas (1% e 2%), atenuou a gravidade das lesões cutâneas induzidas por 

DNCB. Surpreendentemente, HC (1%, creme comercial) não alterou a gravidade 

das lesões induzidas por este hapteno. Os dados do SeTal são consistentes com 

os observados no comportamento de coçar, e isso destaca o possível efeito 

supressor desse composto contra as lesões cutâneas semelhantes a DA. Além 

disso, tratamento tópico com SeTal ou HC reduziu o edema de orelha dos 

animais expostos ao DNCB. Em paralelo, no segundo estudo o tratamento tópico 

com filmes carregados ou não com HC, foi capaz de reduzir a gravidade das 

lesões cutâneas induzidas por DNCB. Porém, os filmes carregados com HC  

tiveram uma melhora significativa em comparação com HC creme (1%) 

(medicamento de referência), tendo em vista que, nenhuma diferença 

significativa foi detectada após o tratamento com HC (1%) na gravidade das 

lesões cutâneas, quando comparado com o grupo induzido por DNCB. De 

acordo com os resultados obtidos, o presente estudo demonstra pela primeira 

vez, que os biomateriais reduziram os sinais de toxicidade causada por HC ( 

creme comercial) durante o tratamento por um longo período e a gravidade das 

lesões em sintomas semelhantes aos da DA em camundongos. No terceiro 

estudo, o efeito do tratamento tópico com os biomateriais incorporados com 

SeTal, SeTal + HC e SeTal + vitamina C, foi realizado afim de avaliar o efeito 

sinérgico do SeTal com a HC e a vitamina C, bem como se a HC apresentaria 

efeito adversos após ser incorporada no filme biopolimérico e associada com o 

SeTal. Sendo assim, foi avaliada a gravidade da lesão da pele, comportamento 

de coçar e espessura da pele dorsal. O DNCB aumentou significativamente os 

escores de gravidade da pele, comportamento de coçar  e espessamento da pele 

dorsal, quando comparado ao grupo controle. O tratamento tópico com os 

biomateriais carregados com SeTal, SeTal + HC ou SeTal + vitamina C, 
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reduziram a gravidade das lesões cutâneas induzidas pelo DNCB, 

comportamento de coçar e espessamento da pele dorsal. Os biomateriais 

carregados com SeTal, SeTal + HC ou SeTal + vitamina C, tiveram melhora 

significativa em relação ao HC creme.  

A causa da DA é multifatorial e apresenta interação entre predisposição 

genética e fatores ambientais que iniciam a inflamação (Udompataikul & Limpa-

o-vart, 2012). A pele afetada pelas lesões da DA apresenta vermelhidão, edema, 

pápulas eritematosas, que são características de processos inflamatórios 

(Tokura, 2010). A gravidade da inflamação pode ser facilmente avaliada pelo 

edema da orelha em modelos animais utilizando camundongos. Nos três estudos 

realizados, os tratamentos foram efetivos em reduzir o edema de orelha dos 

camundongos após a indução com DNCB. O edema de orelha observado nos 

camundongos ocorre devido ao processo inflamatório desencadeado pela 

aplicação tópica de DNCB, que também está relacionada à migração de células 

de defesa (leucócitos polimorfonucleares). Estes leucócitos polimorfonucleares 

podem ser estimados pela determinação da atividade da enzima MPO, a qual 

está bem estabelecida como um marcador de influxo de neutrófilos para o tecido 

(Odobasic et al., 2016). Dessa forma, em uma tentativa de vincular os efeitos 

supressores observados nos experimentos, com a modulação da inflamação, a 

atividade de MPO foi avaliada. A MPO é uma enzima presentes nos grânulos 

intracelulares de neutrófilos ativados, monócitos e alguns macrófagos (Davies et 

al., 2008). Portanto, devido a importância dos neutrófilos na patogênese de 

várias doenças, e a falta de estratégias eficazes para mensurá-los, tornam a 

MPO um  potencial alvo terapêutico (Odobasic et al., 2016). 

No primeiro estudo, o tratamento com SeTal foi capaz de reduzir a atividade 

da MPO tanto na pele dorsal quanto na pele da orelha, caracterizando assim 

uma atividade sistêmica deste composto. O SeTal 2% provou ser menos 

eficiente do que o 1% na normalização da atividade da MPO na pele dorsal. Uma 

explicação para esse resultado ainda não foi obtida. No entanto, com base em 

nosso conjunto de resultados, o SeTal é promissor para o tratamento de lesões 

associadas a DA; no entanto, este é um estudo preliminar. Por outro lado, a HC 

(creme comercial) foi eficaz apenas na redução da atividade da MPO na pele da 

orelha. Desta maneira, a aplicação tópica de SeTal foi capaz de reverter o quadro 

inflamatório induzido por DNCB e potencialmente aliviar os sintomas e lesões 
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cutâneas. Os biomateriais (segundo e terceiro estudo), de forma geral foram 

capazes de diminuir a atividade da MPO tanto na orelha como no dorso, quando 

comparado com camundongos expostos ao DNCB. Esses resultados 

corroboram com os do edema de orelha. Além disso, os biomateriais (HC, SeTal, 

SeTal + HC e SeTal + vitamina C), reduziram a atividade da MPO da orelha 

quando comparado ao creme HC (medicamento de referência). Ademais, o 

tratamento com os biomateriais carregados com HC no segundo estudo 

reduziram a sua atividade sistêmica, evitando a morte dos animais durante o 

experimento.  

Os pacientes com DA possuem um subconjunto de linfócitos T e citocinas 

que podem ser usadas como biomarcadores para o diagnóstico de DA (Brandt 

& Sivaprasad, 2011). No primeiro estudo, o SeTal diminui a expressão de mRNA 

de citocinas envolvidas na fisiopatologia da DA, assim reduzindo a condição 

inflamatória e as respostas alérgicas desencadeadas por esses mediadores. No 

entanto, nenhuma alteração na expressão de TNF-α e IL-33 foi observada em 

animais tratados com HC (creme comercial). O TNF-α é uma potente citocina 

inflamatória bem conhecida que está envolvida na transdução do sinal da 

inflamação induzindo a migração do fator nuclear kappa B (NF-kB) para os 

núcleos dos queratinócitos e é um fator importante no controle da diferenciação 

celular e das respostas imunes, o que torna essa citocina um importante 

marcador da inflamação na DA (Jung et al., 2015). Acredita-se que IL-18 e IL-33 

estejam envolvidas na patologia da DA, uma vez que essas citocinas pertencem 

a família IL-1, que é responsável por regular as respostas inflamatórias (Paller et 

al., 2017). Na verdade, a IL-18 pode estimular a resposta dos linfócitos T, visto 

que células epidérmicas dendríticas inflamatórias liberam IL-18 (Peng & Novak, 

2015). Além disso, em um estudo anterior, um aumento nos níveis séricos de IL-

18 foi observado em crianças, adultos e em um modelo experimental usando 

camundongos (Tanaka et al., 2001). A DA é mediada por uma resposta 

exacerbada do sistema imunológico. O baço é o maior órgão do sistema linfático 

e é responsável pela produção de células do sistema imunológico que combatem 

infecções (Moon et al., 2021). Assim, no terceiro estudo foi realizado as medidas 

de comprimento e o peso do baço para avaliar a esplenomegalia, o que indica 

uma anormalidade imunológica (Han et al., 2012). O tratamento com os filmes 

SeTal, SeTal + HC e SeTal + vitamina C, foram capazes de controlar alterações 
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no baço de animais expostos ao DNCB. Comparado ao grupo tratado com HC 

(creme comercial), o efeito do tratamento tópico com SeTal + HC foi mais eficaz 

no controle das alterações esplênicas.  A HC é um análogo sintético do cortisol 

e sua administração a longo prazo é conhecida por resultar na supressão do eixo 

hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA) e do hormônio adrenocorticotrófico (ACTH), 

o que leva a efeitos adversos como atrofia adrenal  (Schäcke et al., 2002). Por 

sua vez, alterações no eixo HPA resultam em alterações no sistema imunológico 

e nas vias inflamatórias, conforme observado nesse estudo, através de 

alterações no baço de animais expostos ao DNCB. Assim, a encapsulação de 

HC em filmes biopoliméricos proporcionou redução dos efeitos adversos do HC 

tópico, bem como a sua incorporação com SeTal melhorou seus efeitos (Eyerich 

et al., 2013).   

Os estudos histológicos revelam que os animais tratados com SeTal 

apresentam fibras de colágeno nas camadas superficiais e profundas da derme 

intercaladas com grande quantidade de fibroblastos jovens. Como esperado, o 

uso de HC (creme comercial) resultou na redução de fibras de colágeno que 

formaram bandas densas principalmente na derme superficial, que é um 

conhecido efeito colateral associado ao uso de corticosteroides (Howe, 1998). 

Os corticosteroides retardam a cicatrização porque inibem a expressão de 

interleucinas e fatores de crescimento responsáveis pela neovascularização e 

migração fibroblástica (Howe, 1998). Claramente, o SeTal fornece uma 

vantagem sobre o HC creme a este respeito, e foi relatado que melhora a 

cicatrização de feridas (Davies & Schiesser, 2019). 

Quando o eixo HPA é estimulado, um aumento substancial na concentração 

plasmática de glicocorticóides pode ser observado, portanto, este é considerado 

um parâmetro adequado para avaliar níveis de estresse dos animais (Touma et 

al., 2003). No segundo estudo os níveis de  corticosterona foram avaliados como 

marcador de estresse nos animais (Brown & Grunberg, 1995; Arndt et al., 2009). 

O tratamento com dois dos filmes testados (gelatina e gelatina+HC), reduziram 

os níveis de corticosterona plasmática quando comparado com o grupo induzido 

por DNCB e HC. Por outro lado, o tratamento com filme contendo apenas amido 

não reduziu os níveis de corticosterona quando comparado ao grupo induzido 

com DNCB. Como mencionado, a determinação da corticosterona plasmática é 

a maneira mais comum de analisar o nível de estresse de animais de laboratório. 
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No entanto, a corticosterona plasmática responde com sensibilidade a 

estressores, especialmente para pequenos animais (Touma et al., 2003). Assim, 

esse fator pode ter influenciado os resultados. Outra hipótese é que a 

corticosterona, sendo um análogo sintético de corticosterona, poderia ser 

detectada por meio de uma maior absorção sistêmica em alguns tratamentos, 

como o tratamento com o filme de gelatina+amido+HC. No entanto, os efeitos 

tóxicos observados quando existe uma maior absorção de HC não foram 

observados em nenhum dos tratamentos com os filmes. De acordo com isto, ao 

avaliar os marcadores de dano hepático foi demonstrado que o tratamento com 

a HC incorporado ao filme biopolimerico não apresentou toxicidade hepática.  

Outro mecanismo importante estudado é o estresse oxidativo, que parece ser 

um fator que predispõe o patogênese da DA (Bertino et al., 2020). A inflamação 

da pele em pacientes com esta doença desempenha um papel importante na 

patogênese da doença, através da superprodução de agentes oxidantes como 

radicais livres e baixa capacidade de defesa antioxidante (Ji & Li, 2016). Existem 

diversos fatores endógenos e exógenos pelos quais ocorre o aumento da 

produção de espécies reativas, dentre eles está as respostas inflamatórias dos 

leucócitos envolvendo um desequilíbrio nos níveis de nitrito e nitrato (NOx) 

(Lambeth, 2007). 

No terceiro estudo,foram avaliados os níveis de Nox na pele dorsal dos 

camundongos após o tratamento com os filmes biopoliméricos. Dessa forma, 

nesse estudo todos bioamateriais protegeram contra o aumento dos níveis de 

NOx induzido pela exposição ao DNCB. Além disso, vale ressaltar que a 

associação de SeTal a vitamina C, proporcionou efeito superior aos demais 

tratamentos utilizados. Esse resultado já era esperado, considerando que a 

vitamina C atua como um potente antioxidante natural, além de possuir 

propriedades anti-inflamatórias (Blaschke et al., 2013). O efeito antioxidante da 

vitamina C, desempenha um papel importante no metabolismo celular através 

da proteção contra as espécies reativas derivadas da atividade metabólica, 

protegendo assim os componentes biológicos dos danos oxidativos (Sies, 2014). 

Além disso, corroborando com as informações supracitadas,  resultados 

encontrados em um estudo anterior, demonstraram que o SeTal foi capaz de 

modular a atividade antioxidante em camundongos, suprimindo os níveis de 

radicais superóxidos (Ng et al., 2017). Assim, acreditamos que o efeito 
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antioxidante do SeTal pode estar envolvido na redução de lesões cutâneas 

semelhantes a DA. Portanto, a combinação do efeito antioxidante e anti-

inflamatório desse composto pode proporcionar uma terapia mais eficaz para o 

tratamento de lesões dessa patologia. 

Em conjunto, os resultados apresentados nessa tese sugerem que os 

tratamentos utilizados (i) reduziram as lesões semelhantes a DA; (ii) reduziram 

o prurido; (iii) atenuaram a inflamação; (iv) modularam parâmetros imunológicos; 

(v) reduziram os níveis de um marcador de estresse oxidativo; (vi) aumentaram 

a síntese de colágeno e (vii) reduziram os efeitos adversos quando comparado 

ao medicamento de referência (HC creme), no modelo utilizando camundongos. 

Nesse sentido, os tratamentos testados podem ser uma abordagem 

multifuncional para a DA, uma condição multifatorial.  

 

Figura 8. Resumo gráfico dos eventos ocasionados pelas induções com 2,4-

dinitroclorobenzeno (DNCB), e dos mecanismos de ação do 1,4-anidro-4-seleno-

D-talitol (SeTal) e filmes biopoliméricos em camunongos. Abreviações: 2,4-

dinitroclorobenzeno (DNCB), Imunoglobulina E (IgE), Linfócito auxilar tipo 0 

(Th0), Linfócito auxiliar tipo 2 (Th2), Interleucina (IL), Fator de necrose tumoral α 

(TNF-α), Mieloperoxidase (MPO), Espécies reativas (ERs). Fonte: Imagem do 

autor, 2022 
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6. CONCLUSÃO 

Na  presente tese o SeTal apresentou-se como uma alternativa de tratamento 

para as lesões semelhantes a DA. No geral, os tratamentos avaliados mostraram 

maior eficiência na atenuação dos sintomas e lesões semelhantes a DA e com 

efeitos adversos reduzidos em comparação com um dos tratamento utilizado 

para a DA, a HC creme. Ademais, cabe salientar que os biomateriais avaliados 

no segundo e terceiro estudo forneceram um curativo capaz de atuar como uma 

barreira física protegendo as lesões semelhantes à DA e prevenindo o contato 

da pele afetada com o meio externo, além de realizar a liberação controlada dos 

ativos, resultando em um menor número de aplicações e menores efeitos 

adversos. Dessa maneira, os biomaterias são classificados como veículos 

promissores para a liberação de ativos. Portanto, o SeTal pode ser uma 

importante alternativa terapêutica para o tratamento das lesões semelhantes a 

DA, além disso, quando incorporados juntamente nos filmes biopoliméricos o 

Setal, HC e a vitamina C tiveram resultados promissores e a HC (no filme 

biopolimérico) não apresentou efeito adverso. 
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7. PERPECTIVAS 

Estudos adicionais também devem ser conduzidos no futuro para tratar de 

aspectos relacionados a concentração ótima de HC e SeTal nos filmes e 

penetração na pele após aplicação. Todas essas informações são obrigatórias 

para obter um dispositivo potencialmente aplicável no tratamento dessa 

patologia. Outro ponto importante que se deve destacar após a apresentação 

destes resultados é que a aplicação tanto do SeTal na sua forma livre como nos 

filme biopoliméricos pode ser estendida a outros estudos envolvendo doenças 

cutâneas/inflamatórias e até mesmo cicatrização de queimaduras. 
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ANEXO A  

 

Carta de aprovação dos protocolos experimentais pela Comissão de Ética 

em Experimentação Animal da Universidade Federal de Pelotas 
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ANEXO B 

Permissão do periódico científico International Journal of Trace Elements 

in Medicine and Biology para a reprodução do material 
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ANEXO C 

Permissão do periódico científico International Materials Science & 

Engineering C para a reprodução do material 
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ANEXO D 

Comprovante de submissão do manuscrito na revista Biomaterials 

Advances 
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