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RESUMO 

 

A terapia fotodinâmica (TFD) é uma modalidade terapêutica promissora, minimamente 

invasiva que apresenta baixa toxicidade em sistema biológico. A TFD, baseia-se na aplicação 

local ou sistêmica de um fotossensibilizador (FS), que se acumula nos tecidos patológicos. As 

moléculas do FS absorvem luz a partir de um comprimento de onda apropriado, iniciando 

processos de reações fotoquímicas que resultam na formação de oxigênio singlete (1O2) e 

espécies reativas de oxigênio (EROs). Atualmente, existem diversos FSs, entre eles, temos a 

Ftalocianina (FC), um FS de segunda geração. Porém, uma das suas limitações está relacionada 

a sua natureza hidrofóbica, podendo induzir agregação em sistemas biológicos com redução da 

sua atividade fotodinâmica. A incorporação da FC em carreadores lipídicos nanoestruturados 

(CLN) pode ser uma alternativa promissora para superar este problema. Assim, o objetivo deste 

trabalho foi desenvolver e caracterizar CLN carregados com FC para posterior aplicação em 

terapia fotodinâmica. Para o desenvolvimento das formulações a técnica de fusão-emulsificação 

seguida de sonicação, foi aplicada. Os CLN e CLN-FC foram caracterizados quanto ao diâmetro 

médio (D.mn), índice de polidispersão (PdI), potencial zeta (Pz), eficiência de encapsulação 

(%EE), microscopia eletrônica de transmissão (MET), calorimetria exploratória diferencial 

(DSC), photobleaching e geração de oxigênio singlete em sistemas de célula (SOSG). Além 

disso, foi realizado ensaios de liberação in vitro pelo método do béquer, utilizando membranas 

de diálise. O tamanho médio das formulações de CLN e CLN-FC foram inferiores a 200 nm, 

PdI < 0,3 e Pz entre -15,3 ± 0,18 a -12,2 ± 0,7 e -17,8 ± 0,54 a -19,9 ± 0,5, e estáveis durante o 

tempo de armazenamento (90 dias). A microscopia eletrônica de transmissão mostrou partículas 

esféricas, sem aglomerados coerentes aos resultados de diâmetro médio e PdI, o CLN-FC 

promoveu o encapsulamento de 75,57 % ± 0,58. A análise mediante DSC confirmaram que não 

havia incompatibilidade entre FC e CLN. A análise do perfil de photobleaching demonstrou ser 

foto-estável após o encapsulamento de CLN-FC. O estudo de intensidade de fluorescência de 

SOSG demostrou produção de 1O2 das formulações após irradiação e isso corroborou com os 

dados obtidos por photobleaching. O estudo de liberação in vitro apresentou-se uma liberação 

prolongada durante 160 h. As formulações apresentaram um perfil de liberação com cinética 

que segue o modelo matemático de Weibull e ordem zero. Os resultados deste trabalho 

confirmaram que os sistemas nanoestrutrados produzidos são estáveis e promissores, podendo 

ser uma alternativa nanotecnologica para o desenvolvimento de novas formas farmacêuticas 

destinadas a terapia fotodinâmica.  

 

Palavras-chave: Sistemas de liberação nanoestruturados. Nanotecnologia Farmacêutica. 

Terapias alternativas. Fotossensibilizadores. 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Photodynamic therapy (PDT) is a promising, minimally invasive therapeutic modality that has 

low toxicity in the biological system. PDT is based on the local or systemic application of a 

photosensitizer (PS), which accumulates in pathological tissues. The FS molecules absorb light 

from an appropriate wavelength, initiating photochemical reaction processes that result in the 

formation of singlet oxygen (1O2) and reactive oxygen species (ROS). Currently, there are 

several PSs, among them, we have Phthalocyanine (PC), a second generation FS. However, one 

of its limitations is related to its hydrophobic nature, which can induce aggregation in biological 

systems with reduced photodynamic activity. The incorporation of PC in nanostructured lipid 

carriers (NLC) can be a promising alternative to overcome this problem. Thus, the objective of 

this work was to develop and characterize PC-loaded NLCs for later application in 

photodynamic therapy. For the development of the formulations, the fusion-emulsification 

technique followed by sonication was applied. The NLC and NLC-PC were characterized in 

terms of mean diameter (D.mn), polydispersion index (PdI), zeta potential (Pz), encapsulation 

efficiency (% EE), transmission electron microscopy (TEM), differential scanning calorimetry 

(DSC), photobleaching and singlet oxygen generation in cell systems (SOSG). In addition, in 

vitro release tests were performed using the beaker method, using dialysis membranes. The 

average size of the NLC and NLC-PC formulations were less than 200 nm, PdI <0.3 and Pz 

between -15.3 ± 0.18 to -12.2 ± 0.7 and -17.8 ± 0, 54 to -19.9 ± 0.5, and stable during the storage 

period (90 days). Transmission electron microscopy showed spherical particles, without 

clusters consistent with the results of mean diameter and PdI, the NLC-PC promoted the 

encapsulation of 75.57% ± 0.58. DSC analysis confirmed that there was no incompatibility 

between PC and NLC. The analysis of the photobleaching profile proved to be photo-stable 

after encapsulation of NLC-PC. The study of SOSG fluorescence intensity showed production 

of 1O2 of the formulations after irradiation and this corroborated with the data obtained by 

photobleaching. The in vitro release study showed an extended release for 160 h. The 

formulations presented a release profile with kinetics that follows Weibull's mathematical 

model and zero order. The results of this work confirmed that the produced nanostructured 

systems are stable and promising, and could be a nanotechnological alternative for the 

development of new pharmaceutical forms for photodynamic therapy. 

 

Keywords: Nanostructured release systems. Pharmaceutical nanotechnology. Alternative 

therapies. Photosensitize. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

A Terapia fotodinâmica (TFD) é uma estratégia de tratamento médico alternativo, 

promissora e minimamente invasiva, que apresenta baixa toxicidade em sistema biológico. Está 

terapia vem sendo amplamente explorada na área clínica para tratamento de câncer (CALORI; 

TEDESCO, 2019; DUCHI et al., 2016; VOLOBOUEVA et al., 2013), como lesões cutâneas 

pré-cancerosas (COHEN; LEE, 2016; ZHANG et al., 2019), degeneração muscular de retina 

relacionada a idade (KIM; MOON; YU, 2018; PARMEGGIANI et al., 2019; YU et al., 2018), 

doenças parasitarias (NESI-REIS et al., 2018; PINTO; SOARES; MITTMANN, 2011), 

infecções por microrganismos (HU et al., 2018; MANTAREVA et al., 2016; OSIFEKO; 

NYOKONG, 2014; RIBEIRO et al., 2015), e acne vulgar (HONGCHARU et al., 2000; 

WIEGELL; WULF, 2006). 

A TFD envolve a utilização de substâncias fotossensíveis (fotossensibilizadores-FS) 

não toxico, que são submetidos a irradiação de luz visível e na presença de oxigênio, produzem 

espécies reativas de oxigênio (EROs) que levam a danos celulares (DE PAULA et al., 2013). 

Para uso clínico, após a administração tópica ou sistêmica de um FS, o paciente é 

irradiado com luz a partir de um comprimento de onda específico na área a ser tratado, 

posteriormente, o paciente é mantido em um local escuro para minimizar a probabilidade de 

ativação do FS em outras regiões do corpo. Após, o tratamento com a liberação do FS no 

organismo, o paciente poderá retomar as suas atividades usuais com exposição à luz solar e 

artificial (LI et al., 2018; ROGUIN et al., 2019). 

Diversos tipos de FS têm sido propostos em estudos laboratoriais, dentre eles podemos 

destacar a classe das ftalocianinas (FC), chamados de compostos de segunda geração. As FC 

apresentam pigmentos tetraazoindólicos análogas às porfirinas, cuja estrutura molecular pode 

ser modificada inserindo-se ligantes periféricos e/ou axiais, bem como metais entre nitrogênio 

centrais. Atualmente são os mais utilizados devido à forte absorção na região do vermelho do 

espectro eletromagnético (670-780 nm) (GOTO; SIQUEIRA-MOURA; TEDESCO, 2017; 

WILLIAMS et al., 2011). 

No entanto, as FC possuem baixa solubilidade em meio fisiológico tornando sua 

administração direta inviável, pois, em meio aquoso, as moléculas hidrofóbicas tendem a 

formar agregados por associação intermolecular (RICCI-JÚNIOR et al., 2011). A agregação 

das moléculas de FC implica diretamente nas suas propriedades fotoquímicas, diminuindo seu 

rendimento quântico de fluorescência, e afetando, consequentemente sua eficácia 
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fotossensibilizante (GOTO; SIQUEIRA-MOURA; TEDESCO, 2017; SORIA-LOZANO et al., 

2015). 

Deste modo, a entrega da FC hidrofóbico é consideravelmente bastante desafiadora 

(TRIGO-GUTIERREZ et al., 2018). Contudo, uma estratégia promissora para contornar essa 

desvantagem é a incorporação da FC em sistemas de liberação de insumo farmacêutico ativo. 

Desse modo, os avanços da nanotecnologia farmacêutica resultam na evolução de 

desenvolvimento de novos sistemas nanoestruturados, como por exemplo as nanopartículas 

lipídicas (NLs) (WU et al., 2015). 

As NLs tem sido amplamente estudadas como sistemas de liberação de insumo 

farmacêutico ativo, pois, demonstram algumas vantagens, dente elas, alta solubilidade no 

plasma, facilita a administração do medicamento, diminui possíveis efeitos tóxicos (redução da 

toxicidade local e sistêmica) e aumenta a atividade terapêutica (BAHARI; HAMISHEHKAR, 

2016) Atualmente, esses sistemas são divididos em dois grupos: nanopartículas lipídicas sólidas 

(NLS) e carreadores lipídicos nanoestruturados (CLN) (YOON; PARK; YOON, 2013). 

Em particular, os CLN foram desenvolvidos recentemente como segunda geração de 

NLs, a fim de superar algumas desvantagens relacionadas às NLS (FANG; A. AL-SUWAYEH; 

FANG, 2012). Diferentemente da NLS, que são produzidos apenas por lipídios sólidos, os CLN 

são obtidos através da mistura de lipídios sólidos e lipídios líquidos (óleos) em temperatura 

ambiente, utilizando diferentes proporções de porcentagem variáveis de lipídios líquidos em 

sua composição, na qual, forma estrutura matricial imperfeita, o que resulta no aumento dos 

espaços para acomodar o insumo farmacêutico ativo, possibilitando a eficiência de 

encapsulação do insumo farmacêutico ativo, como  o caso da FC (BELOQUI et al., 2017; 

HAIDER et al., 2020; POONIA et al., 2016; SHARMA; BALDI, 2018). Esse sistema se destaca 

por possuir vantagens em relação as NLS, no que se refere a capacidade de carreamento de 

substâncias ativas, maior estabilidade física e longa termoestabilidade (ALMEIDA et al., 2012, 

2018).  

Desta maneira, em nosso estudo, mostraremos que os carreadores lipídicos 

nanoestruturados incorporados em FC podem promover efeito fotodinâmico para administração 

de uso tópico. Além disso, o tratamento também é minimamente invasivo, com baixa toxicidade 

para o paciente. Portanto, essa pesquisa sugere fortemente que esta nanotecnologia pode 

potencialmente ser desenvolvida e usada no futuro como agente terapêutico para a prevenção e 

tratamento de diferentes patologias no âmbito clínico. 
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1 Terapia fotodinâmica (TFD) 

 

A “Terapia Fotodinâmica” (TFD) foi relatada pela primeira vez no final do século XIX 

pelo o estudante de medicina Oscar Raab e seu orientador Herman von Tappeiner, Estes 

pesquisadores observaram a inativação de microrganismo do gênero Paramecium através do 

corante de acridina e luz visível. Em seguida, Von Tappeiner e Jodlbaue, deu continuidade aos 

estudos e observou a presença de oxigênio durante a reação ocorrida entre a luz e o corante, na 

qual nomeou este fenômeno como “ação fotodinâmica” (KESSEL, 2019). 

Posteriormente em 1924, Policard estudou e mencionou a utilização de porfirinas 

combinadas com o auxílio de uma lâmpada de Wood na aplicação de tumores malignos. Logo 

após em 1942, Auler e Benzer, conduziram uma longa série de experimentos, e demonstram a 

redução tumoral após a associação de porfirina e luz. A partir da década de 70, os estudos se 

voltaram para a utilização da TFD para bactérias e fungos (CIEPLIK et al., 2018; KESSEL, 

2019). 

Diante disto, a TFD é uma forma de tratamento que envolve a administração de um 

fármaco fotossensibilizante ou fotossensibilizador (FS), além de uma fonte de luz específica 

(oriunda de LED ou Laser) e moléculas de oxigênio, conforme ilustrado na Figura 1. Na 

primeira fase, ocorre a transferência de fótons de luz para o FS, cuja as moléculas do FS passa 

de seu estado fundamental (S0) para o primeiro estado singlete excitado (Sn) (ALLEN; 

SHARMAN; VAN LIER, 2001; VALLI et al., 2020). O estado singlete excitado do FS é 

bastante instável, com um tempo de vida curto, na ordem de nanosegundos, este processo pode 

retornar ao seu estado fundamental a partir da emissão de fóton por meio de energia luminosa, 

emissão de fluorescência, ou através da conversão interna com perda de calor. No entanto, o FS 

pode sofrer cruzamento intersistema, devido ao acoplamento do spin de um elétron, passando 

do estado singlete excitado (S1
*) para o estado triplete excitado (T1

*) (LI et al., 2019). O FS no 

estado triplete excitado (T1
*) é mais estável, com tempo de vida mais longo (10-6 a 10-3), além 

disso, pode retornar ao seu estado fundamental, mediante a reação do FS com oxigênio 

molecular do meio (3O2). Existem dois tipos de reação descritos na literatura que justifica este 

efeito, descrito como reação Tipo I e Tipo II. (REZUSTA et al., 2012). 
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Figura 1- Representação do diagrama de Jablonski- Ilustra os processos eletrônicos que uma 

molécula pode sofrer ao absorver energia. S0: estado singlete excitado; Sn: estado singlete 

excitado; T1: estado triplete excitado; Esquema de transferência de elétrons pelos mecanismos 

tipo I e tipo II com produção de oxigênio singlete, ânions superóxidos e hidroxilas.  

 
Fonte: própria autoria.  
 

 

Reação Tipo I, considera-se que o FS no estado triplete excitado reage com moléculas 

vizinhas a partir de transferência de elétrons ou hidrogênio, gerando então radicais livres 

altamente reativos (ROS) ou íons-radicais que tendem a reagir com o oxigênio (O2) no estado 

fundamental, levando assim à produção de peróxido de hidrogênio (H2O2), hidroxila (•OH) e 

superóxido (•O2-), além de radicais derivados de lipídios (KURNIAWAN et al., 2017; 

SAKIMA et al., 2018).  

Reação Tipo II, o FS ativado reage com moléculas vizinhas por transferência de energia 

ao oxigênio induzindo a produção do oxigênio singlete (1O2), este (1O2) pode modificar as 

estruturas das membranas plasmáticas ou até mesmo o DNA, bem como causar morte celular 

através de diversos mecanismos, incluindo: peroxidação lipídica, inibição do sistema 

enzimático aglutinação proteica e pela reação com outros sistemas biológicos (BROWN, 2008). 

Esta reação tem sido considerada o principal mecanismo foto-oxidativo para células 

(MORGADO et al., 2017). 

A partir disso, o 1O2 é o principal fator intermediário no processo fotodinâmico, sendo 

capaz de apresentar um papel importante na inativação celular. Em sistemas biológicos, o 1O2 

apresenta tempo de vida extremamente baixo, cerca de 0,3 μs, em função disso seu raio de ação 

também é reduzido (<0,02∝m). Em contrapartida, o 1O2 fornece efeitos citotóxicos em diversos 
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alvos celulares, tais como, proteínas, organelas, fosfolipídios da membrana celular, 

mitocôndrias e DNA, promovendo então a morte celular. Por causa da limitada difusão do 1O2 

em decorrência a sua meia vida curta, a reação permite levar a uma resposta localizada, na qual 

particularmente se torna ideal para aplicações de infecções localizadas, pois não tem capacidade 

de afetar outras células ou moléculas (MEISEL; KOCHER, 2005; RAJESH et al., 2011). 

Mediante disto, o processo de fotossensibilização pode ocorrer por necrose (morte 

celular) ou apoptose (morte prolongada). A morte celular pode acontecer por inativação de 

proteínas, danos à membrana, liberação de enzimas lisossomais em consequência da lise da 

membrana lipossomal, além de danos às moléculas de DNA e inibição do metabolismo 

energético, também por lesões irreversíveis nas mitocôndrias (BIEL et al., 2011; ISSA; 

MANELA-AZULAY, 2010).  

Alguns fatores estão diretamente relacionados ao processo de reação foto-oxidativo da 

TFD, como por exemplo: dose e intensidade da luz, além do tipo de FS usado, potência do LED, 

além do tempo de irradiação (FERNANDES; DIAS, 2013; FREIRE et al., 2016). 

Resultados positivos com a TFD para uso tópico tem se demonstrado promissor em 

protocolos pré-clínicos e clínicos, além disso a utilização da terapia tem efeito de erradicação 

e/ou redução substancial para destruir células-alvos, tecidos tumorais e vasculatura circundante, 

quando utilizado em meio in vitro ou in vivo, são eficientes frente a tratamentos mediante a 

câncer, infecções microbianas e atualmente na medicina estética, contra degeneração 

relacionada a idade (DE ANNUNZIO et al., 2019; MILLER et al., 2007). 

Resultados de investigação experimentais em estudos in vitro para avaliar modelos de 

linhagem celular da mama, uma não tumoral (MCF-10A) e outra tumoral (SKBR-3), foram 

realizados por Soriano et al., (2017), os pesquisadores demonstraram conclusivamente redução 

da viabilidade celular durante 10 minutos de irradiação com luz vermelha com o tratamento  

fotodinâmico para ambas as linhagens celular.  

Pinto et al., (2016), investigaram, in vitro, a ação da TFD sobre Leishmanania major e 

Laishmania braziliensis., utilizando como FS curcumina sob diluições seriadas de 500 μg / ml 

a 7,8 μg / ml, com a associação de luz LED no comprimento de onda de 450 nm, em uma 

potência de 10 J/cm2. A avaliação da atividade mitocondrial foi realizada pelo ensaio de MTT, 

18h após o tratamento com a luz. Este estudo foi conclusivo para determinar a viabilidade dos 

parasitas mostrando que a curcumina é um agente fotossensibilizante promissor diante o efeito 

fotodinâmico.  

Wiench et al., (2019), em seus estudos, verificaram a seletividade da TFD na inativação 

em células de biofilmes de C. albicans , C. glabrata e C. krusei, na qual utilizou como agente 
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fotossensível azul de toluidina, e luz laser diodo em 635 nm (potência de 400 mW durante 30s). 

Este estudo demonstrou que as concentrações do FS junto com a fluência de luz foram capazes 

de foto-inativar estas espécies de Candida. 

Em um estudo realizado por Wang et al., (2017), mostrou que a associação da TFD 

utilizando luz halógena a 5.000Ix por 30 min e mediada por clorina e6, foi capaz de reduzir 

efeitos inflamatórias em células HACaT infectadas com acnes em modelos in vivo, sendo viável 

essa utilização para a área de cosmética, no que se refere a processo de rejuvenescimento da 

pele com redução de cicatrizes, mas também em doenças inflamatórias. 

Assim, essa técnica oferece vantagens por ser altamente seletiva em diferentes áreas 

terapêuticas. Vale ressaltar que a eficiência da TFD está relacionada a um conjunto de fatores, 

tais como propriedades fotoquímicas e fotofísicas do FS, bem como a natureza da interação do 

FS com moléculas biológicas. Além do mais, essa terapia pode ser utilizada uma única vez ou 

em combinação com outras modalidades terapêuticas (BAPTISTA et al., 2012; MILLER et al., 

2007).  

 

2.2 Fotossensibilizadoes (FS) 

 

Os FS são componentes importantes na execução da TFD. Dentre as características 

idealmente presentes nos FS, encontram-se, ser quimicamente puro, ter baixa toxicidade no 

escuro, ser eliminado rapidamente no organismo, ter alta seletividade pelos tecidos doentes e 

não em tecidos saudáveis, não ser mutagênico ou carcinogênico, ter maior absorção de luz na 

região do vermelho (600 – 800 nm) conhecida como janela terapêutica, apresentam toxidade 

local apenas após a ativação da luz, ser estável e fácil de se dissolver nos fluidos corporais ou 

em sistemas biocompatíveis, permanecer em estado excitado por tempo suficiente para permitir 

a sua interação com moléculas vizinhas e produzir espécies citotóxicas capazes de causar morte 

celular (AGOSTINIS P, BERG K, CENGEL K., 2017). Principais FS disponíveis para uso 

clínico estão descritos na Tabela 1. 

Didaticamente, os FS são bioquimicamente classificados em três gerações- primeira 

geração, segunda geração e terceira geração. Os FS de primeira geração são representados pelos 

derivados da hematoporfirinas (HpD) e das porfirinas (photofrin) (VALLI et al., 2020). De 

acordo com Meisel & Kocher, (2005), os FS de primeira geração apresentam algumas 

desvantagens, tais como, baixa seletividade, fototoxicidade cutânea elevada e baixa absorção 

de luz na região do vermelho, sendo essas características indesejáveis para TFD. 



18 

 

Os FS de segunda geração, por sua vez, foram desenvolvidos com intuito de contornar 

os efeitos limitantes dos FS de primeira geração, sendo compostas por, ftalocianinas, 

naftalocianinas, benzoporfirinas, clorina, bacterioclorinas e as purpurinas (HÖNIGSMANN, 

2013). Este FS apresentam algumas vantagens como, maior pureza química, forte banda de 

absorção no infravermelho, são minimamente tóxicos em ausência de luz, além de apresentar 

alto rendimento quântico na geração do 1O2 (ABRAHAMSE; HAMBLIN, 2016). 

Contudo, o desenvolvimento do FS de terceira geração consiste na conjunção da 

associação do FS com sistemas nanoestruturados, como, nanopartículas, micelas, lipossomas, 

ou a compostos biológicos ativos, como por exemplo, anticorpos conjugados, peptídeos e ácido 

fólico (ALLISON et al., 2004; PLAETZER et al., 2009; YANO et al., 2014). 

 

Tabela 1- Fotossensibilizadores disponíveis para uso clínico. 

Fotossensibilizadores Estrutura λ (nm) Aprovação Uso clínico 

Porfirina Sódica Porfirina 630 Mundial Pulmão, esôfago, ducto 

biliar, cérebro, 

Tetrakis 

(pentafluorofenil) 

porfirina 

 

Porfirina 

 

416 

 

EUA 

 

células cancerígenas 

HCT116 

 

ALA 

Percursor 

de Porfirina 

 

635 

 

Mundial 

Pele, bexiga, cérebro, 

esôfago, Staphylococcus 

aureus 

Ésteres de ALA Percursor de 

Porfirina 

635 Europa  

Pele, bexiga 

Verteporfin Clorina 690 Mundial Oftálmico, pele, 

pancreático 

Ftalocianina 

siliconada (Pc4) 

Ftalocianina 670 EUA Linfoma cutânea de 

células T 

Hexadecafluor Zinco- 

Ftalocianina 

(ZnPcF16) 

Ftalocianina 686 EUA Mama 

Padoporfina Bacterioclorina 762 _______ Próstata 

Fonte: adaptada de AGOSTINIS P, BERG K, CENGEL K., 2017; MALACARNE et al., 2019.  

 



19 

 

Estudos envolvendo novos FS tem apresentado resultados promissores para aplicação 

de TFD. Neste contexto, as ftalocianinas tem despertado grande interesse na comunidade 

cientifica, devido ao seu elevado coeficiente de absortividade molar na faixa espectral 

conhecida como “Janela fototerapêutica”, o que confere maior poder de penetração, além de 

apresentar baixa toxicidade quando empregada a TFD (ALLEN; SHARMAN; VAN LIER, 

2001; HÖNIGSMANN, 2013; SHAFIRSTEIN et al., 2017). 

 

2.3 Ftalocianinas (FC) 

 

As ftalocianinas (FC) são corantes sintéticos semelhantes as porfirinas e estruturalmente 

considerada azoporfirinas, quimicamente puros e considerados FS de segunda geração, 

atualmente o uso de FC vem atraindo bastante atenção na área de TFD devido suas propriedades 

fotoquímicas e fotofísicas (GARCIA et al., 2011). 

As FC mimetizam as porfirinas em seu macrociclo central, que é constituído por uma 

unidade cíclica tetrapirrólica. Entretanto, são unidas por átomos de nitrogênio e possuem anéis 

benzênicos sobre as unidades pirrólicas. Devido a essas características, há uma forte absorção 

da FC na região do vermelho do espectro visível (670-680nm) (GOTO; SIQUEIRA-MOURA; 

TEDESCO, 2017). A Figura 2 ilustra a estrutura química da FC. 

 

Figura 2- Estrutura química da Ftalocianina. 

 

Fonte: Sigma-Aldrich (St.Lois, EUA). 

 

As FC possuem muitas vantagens comparadas aos FSs de primeira geração, como alta 

absorção de luz (2x105M-1.cm-1) nos comprimentos de onda de 650-700nm, na qual permite sua 

aplicação dentro da janela terapêutica, assim possibilitando maior poder de penetração tecidual 

e baixa toxidade in vitro (GOMER, 1991; KAMKAEW et al., 2013). Outra vantagem das FC, 

é que elas podem ser eliminadas no organismo de forma rápida, com quase nenhuma 
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fluorescência observada no tecido-alvo após 24 h de sua administração tópica (ALMEIDA et 

al., 2012; LEME GOTO, 2016). 

Suas propriedades fotofísicas são fortemente influenciadas pela presença de íons 

metálicos diamagnético, tais como, FC de cobre (Cu), índio (In), rutênio (Ru) e zinco (Zn), 

formando então complexos com alto rendimento quântico de estados singlete excitado e estado 

triplete excitado com tempo de vida relativamente longo (DURMUŞ; AHSEN, 2010; 

DURMUŞ; NYOKONG, 2007). A Figura 3 apresenta a estrutura química da hexadecaflúor 

zinco ftalocianina utilizada neste trabalho. 

 

Figura 3- Estrutura química acomodando o íon metálico de hexadecaflúor zinco ftalocianina 

(ZnPcF16). 

 

Fonte: Sigma-Aldrich (St.Lois, EUA). 

 

Entretanto, apesar de tantas características promissoras da  FC uma das desvantagens é 

sua administração em sistemas biológico direta inviável, devido a sua hidrofobicidade, pois 

essa propriedade em meio aquoso leva a auto-agregação e em muitos casos a uma subsequente 

precipitação o que reduz drasticamente a capacidade do composto gerar 1O2  (MUEHLMANN 

et al., 2015; VOLTAN et al., 2016; YU et al., 2018). 

 

2.4 Nanotecnologia farmacêutica  

 

A nanotecnologia é uma ciência multidisciplinar, sendo empregada em diversas áreas 

de conhecimento, entre elas, no ramo farmacêutico, o seu emprego nesta área vem ganhando 

bastante atenção. Atualmente, existem trabalhos descritos na literatura utilizando modelos 

nanométricos em busca de benefícios para aplicações farmacêuticas (ELZOGHBY, 2019; 

ESCORBAR et al., 2018).  

Neste caso, a nanotecnologia farmacêutica, tem como objetivo produzir sistemas de 

liberação de insumo farmacêutico ativo, descrita como “drug delivery systems”, a partir de 
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partículas de tamanho nanométrico (1 e 1000 nm). Além disso, esse sistema busca desenvolver 

ou melhorar o insumo farmacêutico ativo, visando manter a  sua concentração em níveis 

terapêuticos (PRASAD et al., 2018; VOLTAN et al., 2016). 

No entanto, não é de hoje que ocorre problemas relacionados a eficácia do insumo 

farmacêutico ativo, como baixa solubilidade aquosa, baixa capacidade de atravessar as barreiras 

biológicas e/ou baixa estabilidade nos fluidos biológicos, o que acaba se traduzindo por uma 

baixa biodisponibilidade e baixa eficácia terapêutica. Por esse motivo, sistemas 

nanoestruturados vem sendo utilizado para contornar tais problemas (SAFARI; ZARNEGAR, 

2014). 

Esses sistemas nanoestruturados, são considerados uma alternativa promissora para 

contornar as desvantagens dos insumo farmacêutico ativo mencionados anteriormente, pois 

consiste na alta seletividade, proporcionando o carreamento do medicamento para sítios 

específicos, permitindo direcionar o tratamento a células-alvo, diminuindo efeitos secundários, 

além de permitir a administração de insumo farmacêutico ativo hidrofóbicos em sistemas 

dispersos aquosos (CALIXTO et al., 2019; DE OLIVEIRA DE SIQUEIRA et al., 2017). 

Os principais sistemas estudados para incorporação de substâncias são, nanopartículas 

poliméricas (nanocápsulas e nanoesferas), nanoemulsões, dendrímeros, lipossomas, micelas 

polimérica, ciclodextrinas e nanopartículas lipídicas, conforme demostrado na Figura 4 (DING; 

LI, 2017; ESCOBAR et al., 2018; FONSECA-SANTOS et al., 2019; PROW et al., 2011; 

SAOKHAM; LOFTSSON, 2017; TRIGO-GUTIERREZ et al., 2018; VOLTAN et al., 2016). 

 

Figura 4- Principais sistemas nanoestruturados. 

 

Legenda: A refere-se a nanoesfera; B nanocápsula; C nanoemulsão; D dendrímeros; E lipossomas; F 

micelas poliméricas; G Ciclodextrina e H nanopartículas lipídicas. Fonte: A e B autoria própria; C 

adaptado de PIRES; DE MOURA, 2017; D e F adaptado de DING; LI, 2017; G adaptada de 

SAOKHAM; LOFTSSON, 2017; e H adaptada de VOLTAN et al., 2016. 
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2.5 Nanopartículas Lipídicas (NLs) 

 

As nanopartículas lipídicas (NLs) foram desenvolvidas no início dos anos 90, e são 

considerados um dos sistemas mais promissores pelos pesquisadores, principalmente, para 

carreamento de insumo farmacêutico ativo lipofílicos (DOS SANTOS RAMOS et al., 2018). 

Ademais,  apresentam vantagens em relação a liberação controlada por ser  biocompatíveis e 

biodegradáveis, fornecendo proteção para compostos lábeis incorporados contra a degradação 

química, tornando este sistema menos tóxico (MD et al., 2017; RICCI-JÚNIOR et al., 2011). 

Como apresentado na Figura 5, as NLs são divididas em dois grupos: Nanopartículas lipídicas 

sólidas (NLS) desenvolvidas inicialmente, e os Carreadores lipídicos nanoestruturados (CLN), 

configurando-se um sistema de segunda geração (DAS; NG; TAN, 2012; KUMAR; 

RANDHAWA, 2013a; VAGHASIYA; KUMAR; SAWANT, 2013).   

 

Figura 5- Matriz lipídica da NLS (esquerda) e CLN (Direita). 

 

Fonte: adaptada de YOON; PARK; YOON, 2013.  

 

As NLS são formadas a partir de lipídios sólidos a temperatura ambiente e corporal, 

sendo estabilizadas por tensoativos (SANNA et al., 2007). Esses lipídios possuem um alto ponto 

de fusão acima de 40ºC, formando então um núcleo sólido revestido por moléculas de 

tensoativos, promovendo uma estrutura cristalina altamente organizada. (KHURANA; BEDI; 

JAIN, 2013; PRIYANKA; ABDUL HASAN SATHALI, 2012). 

De acordo com Müller e colaboradores, (2002b), as estruturas cristalinas formadas a 

partir das NLS se apresentam com tamanha perfeição que acaba limitando o seu espeço para a 
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incorporação de princípios ativos. Isso ocorre durante a produção das NLS, pois, os lipídios são 

recristalizados, parcialmente, em forma instáveis de maior energia (α ou β’), com isso, são 

formadas imperfeições na matriz lipídica que permitem a acomodação das moléculas do insumo 

farmacêutico ativo. No entanto, durante o período de armazenamento, esses lipídios podem ser 

convertidos em forma de energia (β), mais estáveis e altamente organizadas (MITRI et al., 2011; 

MÜLLER; RADTKE; WISSING, 2002b). Esta mudança estrutural (α para β - cristalina) pode 

ocasionar rápida liberação do ativo, o que consiste em uma desvantagem significativa para 

utilização clínica destes carreadores (DAS; NG; TAN, 2012; SOUTO; MÜLLER, 2005). 

Para reduzir as limitações das NLS, os CLN foram desenvolvidos como intuito de 

melhorar a eficiência de encapsulamento e minimizar a expulsão do ativo das partículas, durante 

o armazenamento, o que em geral, ocorria com as NLS (FANG et al., 2008). 

Além disso, os CLN apresentam uma matriz composta por uma mistura de lipídio 

sólidos e liquido (óleos) (MÜLLER et al., 2007). Os lipídios mais utilizados na obtenção de 

CLN são triglicerídeos, glicídeos parciais, ácidos graxos, esteróis e ceras, também são utilizados 

tensoativos, com objetivo de evitar a agregação das partículas e estabiliza-las (MITRI et al., 

2011). Exemplos de componentes utilizados na preparação de CLN estão sumarizados na 

Tabela 2. 
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Tabela 2- Exemplos de lipídeos líquidos, sólidos e tensoativos utilizados no desenvolvimento 

de carreadores lipídicos nanoestruturados. 

Componentes Exemplos Referências 

Lipídeo sólido Compritol 888  GONZÁLEZ-MIRA et al., 2011 

 Estearato de polioxietileno (40 

(EP) 

SATO et al., 2017 

 Ácido palmítico  GHATE et al., 2016 

 Cera de carnaúba  MITRI et al., 2011 

 Cera de abelha GHATE et al., 2016 

Lipídeo líquido  Óleo de rícino (OR) LAKHANI et al., 2019 

 Miglyol 812 GONZÁLEZ-MIRA et al., 2011 

 Triglicérides do ácido 

cáprico/caprílico (TGACC) 

SINGH HALLAN et al., 2020 

 Óleo de rícino hidrogenado e 

etoxilado (OR 40 OE) 

SATO et al., 2017 

 Ácido oleico  ESSAGHRAOUI et al., 2019 

Tensoativos  Polissorbato 80 ARSHAD et al., 2020 

 Lectinas  ASFOUR; KASSEM; SALAMA, 2019 

 Poloxamer 188 KHALIL, 2014 

 Plutonic F-127 ESSAGHRAOUI et al., 2019 

 Álcool Polivinílico (PVA) KHALIL, 2014 

 

A associação de lipídios líquidos e sólidos promove uma matriz lipídica menos 

organizada com mais imperfeições, podendo acomodar uma maior quantidade de insumo 

farmacêutico ativo e proporcionar mais flexibilidade para a modulação de liberação. Além 

disso, os CLN apresentam ausência de toxicidade, possuem proteção contra a degradação 

química de substancias lábeis, aumento da estabilidade de fármacos, fácil esterilização e 

transposição para larga escala e boa biocompatibilidade, e também são capazes de aumentar a 

estabilidade química de compostos sensíveis a luz, a oxidação e hidrolise (BAHARI; 

HAMISHEHKAR, 2016). 

Diferentes tipos de matrizes podem ser formados dependendo da natureza dos lipídios 

utilizados na preparação do CLN, o primeiro modelo conhecido como “CLN imperfeito” 
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(Figura 6 A), consiste em uma mistura de glicerídeos compostos por diferentes ácidos graxos. 

Essa mistura pode aumentar a distância entre as cadeias de ácidos graxos dos glicerídeos, 

ocasionando imperfeições no cristal (KUMAR; RANDHAWA, 2013a). Essas imperfeições 

permitem gerar mais espaço para acomodar o ativo, aumentando então a eficiência de 

encapsulação. O segundo modelo chamado “CLN amorfo” (Figura 6 B), ocorre devido a 

mistura de lipídios sólidos e líquidos (óleos), levando a uma solidificação da matriz lipídica 

sem cristalização, assim tornando-se uma estrutura amorfa. Essa estrutura evita a expulsão do 

ativo das partículas durante o armazenamento (BELOQUI et al., 2017; GANESAN; 

NARAYANASAMY, 2017). O terceiro modelo é chamado de “CLN múltiplo” (Figura 6 C), 

são formadas por diversas lacunas devido à grande quantidade de lipídio liquido, o que favorece 

a solubilidade do insumo farmacêutico ativo no interior das gotículas (MÜLLER; RADTKE; 

WISSING, 2002b; SHARMA; BALDI, 2018). 

 

Figura 6- Esquematização estrutural dos carreadores lipídicos nanoestruturados: A) CLN 

imperfeito, B) CLN amorfo, C) CLN múltiplo. 

 

Fonte: adaptada de MÜLLER; RADTKE; WISSING, 2002a. 

 

Existem diferentes métodos empregados na preparação dos CLN, como por exemplo, a 

técnica de sonicação. Nesse método, primeiramente, é preparada uma emulsão a partir de 

mistura de uma fase lipídica fundida, fase aquosa e tensoativos que são submetidas a forças de 
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ruptura, por meio de uma fonte de alta energia com o processador ultrassônico. Ondas de 

frequência maiores que 20 kHz são geradas por meio de um transdutor magnético-estritivo ou 

piezelétrico, que produz gradientes de pressão na qual deformam as gotículas, por meio da 

cavitação produzida pela queda da pressão local abaixo da pressão de vapor solvente, gerando 

fluxo turbulento e cisalhamento (processo de sonicação- Figura 7). Vale destacar, que neste 

processo são otimizadas variáveis como, intensidade e frequência das ondas, além do tempo de 

sonicação, sendo fundamentais para garantir o tamanho reduzido das gotículas (BELOQUI et 

al., 2017; GESZKE-MORITZ; MORITZ, 2016).  

 

Figura 7- Representação gráfica do processo de sonicação. 

 

Fonte: adaptada CORTÉS-ROJAS, 2015. 

 

Durante a última década, o número de estudos utilizando formulações baseadas em CLN 

aumentaram consideravelmente. Podendo ser administrado por via endovenosa, pulmonar, oral, 

também, por via transdérmica e tópica (GARCÊS et al., 2018). O uso dos CLN em aplicações 

tópicas, na pele ou em mucosas, tem atraído bastante atenção devido ao tamanho reduzido das 

partículas e a sua forte aderência ao estrato córneo (EC), formando um filme lipídico flexível 

sobre a camada de células queratinizadas, além do mais, para uma partícula permear na pele, o 

ideal é que tenha um tamanho de  até 700 nm (BELOQUI et al., 2016). Vale ressaltar, que os 

sistemas nanoestruturados tem possibilidade de favorecer o acumulo do insumo farmacêutico 

ativo nos apêndices cutâneos, seguido de sua penetração até o seu sítio de ação, diante diferentes 

mecanismos, conforme ilustrado na Figura 8 (PROW et al., 2011).   
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Figura 8- Prováveis mecanismos de interação dos sistemas nanoestruturados com a pele: (A) 

interação dos sistemas nanoestruturados com o EC; (B) acumulo dos sistemas nanostruturados 

nas glândulas/ imperfeições da pele e (C) acumulo dos sistemas nanoestruturados em folículos 

pilosos.  

 

Fonte: Adaptado de PROW et al., 2011. 

 

Pesquisadores têm demostrado um enorme potencial do CLN quando incorporado em 

FS para aplicações tópicas. Em um recente trabalho, Rapalli et al., (2020), desenvolveram CLN 

contendo curcumina para administração tópica, mediante o tratamento de psoríase crônica 

inflamatória e acne vulgar. Esses sistemas foram preparados pelo método de emulsificação 

seguida de sonicação, o que resultou em sistemas com tamanho de aproximadamente 96,2 nm. 

Além disso, os pesquisadores também relataram maior permeação da curcumina na pele quando 

a substância estava encapsulada, do que quando administrada em sua forma livre. Park et al., 

(2015), prepararam e caracterizaram CLN carregados com DH-I-180-3, um fotossensibilizador 

de segunda geração, para tratamento de células MCF-7. Os CLN foram baseados em tensoativos 

(poloxamer 188 e lectina) e lipídios líquido e sólido (ácido esteárico e Capmul ® MCM C8), 

usando a técnica de homogeneização a quente. O tamanho das partículas variou em torno de 

200 nm. Esses resultados foram promissores diante a incorporação de DH-I-180-3 no CLN, 

melhorando sua eficácia e direcionamento em células MCF-7. 

Assim, os CLN utilizados no carreamento de insumo farmacêutico ativo hidrofóbicos, 

têm como objetivo principal minimizar a degradação ou inativação do ativo após administração, 
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prevenir efeitos adversos como excesso do insumo farmacêutico ativo e aumentar a sua entrega 

ao seu local de ação (DAS; NG; TAN, 2012; PUGLIA et al., 2017). Desta forma, a encapsulação 

da FC em CLN pode ser uma opção viável para sua administração tópica mediante a TFD. 
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3 OBJETIVO GERAL  

 

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e caracterizar físico-quimicamente 

carreadores lipídicos nanoestruturados para administração de ftalocianina como sistemas de 

liberação tópica para a terapia fotodinâmica. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS  

 

4.1 Material 

 

4.1.1 Matérias Primas  

 

• Estearato de polioxietileno 40 (Sigma Aldrich, Brasil); 

• Triglicérides do ácido cáprico/caprílico (Via Farma, Brasil); 

• Óleo de rícino (Mapric, Brasil); 

• Pluronic® F127 (Sigma Aldrich, EUA). 

• Zinc1,2,3,4,8,9,10,11,15,16,17,18,22,23,24,25-hexadecafluoro-29H,31H-

phthalocyanine (Sigma-Aldrich, EUA); 

• Água destilada (Destilador de água Pilsen, modelo SP5L, Prudente, Brasil). 

 

4.1.2 Equipamentos  

• Q700 Sonicator (Qsonica, Newtown, CT, USA); 

• Balança semi-analítica (Shimadzu, modelo AW220); 

• Banho ultrassônico – Ultrassonic Cleaner (Unique);  

• Zetasizer Nano NS Malvern Instruments (Malvern, UK); 

• Microscopio eletrônico de transmissão (JEOL JEM-100CX2); 

• Infravermelho Bruker Vertex 70ATR; 

• Espectrômetro Bruker Avance III 600; 

• Centrifugal Spin Coater – SPI Supplies, modelo KW-4A. 

 

4.2 Métodos 

 

4.2.1 Preparação dos carreadores lipídicos nanoestruturados (CLN)  

 

O desenvolvimento dos CLN foi baseado no trabalho conduzido por Sato e 

colaboradores, (2017), com modificações, pelo método de fusão-emulsificação por sonicação. 

 Neste método, inicialmente, a formulação contendo como fase lipídica foi composta 

por 2,0% de estearato de polioxietileno 40 (EP), 2,0% de triglicérides do ácido cáprico/caprílico 

(TGACC) e 0,9% de óleo de rícino (OR). Como fase aquosa, utilizou-se o Pluronic F-127 (PF-

127) na concentração de 3,5% e água destilada. 
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 Os componentes da fase aquosa e da fase lipídica foram pesados em béqueres 

separados, de modo que a fase aquosa foi aquecida a 70 ºC e a fase lipídica a aproximadamente 

5–10 ºC acima do ponto de fusão do lipídio. A fase aquosa contendo o tensoativo foi vertida 

sobre a fase lipídica fundida sob constante agitação, dando origem a uma pré-emulsão 

A dispersão da pré-emulsão foi realizada por sonicador com amplitude de 35%, em 

modo descontinuo por 4 minutos com intervalo de 30 segundos a cada 60 segundos. Após o 

processo de sonicação, as formulações foram resfriadas em banho de gelo para que ocorra a 

cristalização lipídica e a formação dos CLN. A Figura 9 apresenta uma ilustração do método de 

preparação. A fim de eliminar o titânio desprendido da haste durante o processo de sonicação, 

as formulações foram centrifugadas a 5000 rpm por 10 minutos. Em seguida, foram 

acondicionadas em frascos âmbares e mantidas em geladeira.  

 

Figura 9- Representação esquemática da produção dos CLNs pelo método de fusão-

emulsificação seguido por sonicação. 

 
Fonte: própria autoria. 
 

4.2.1.1 Incorporação da FC no CLN 

 

A FC (zinco 1,2,3,4,8,9,10,11,15,16,17,18,22,23,24,25-hexadecafluoro 29H, 31H-

ftalocianina) foi utilizado para este estudo, e adquirido comercialmente pela SigmaAldrich. 

Na preparação de CLN acrescidos de FC, a técnica de preparação foi a mesma, sendo 

que a FC foi dispersa na fase lipídica fundida na concentração de 1% em relação a massa 

lipídica. 
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4.2.1.2 Eficiência de encapsulação (%EE) 

 

Para avaliar a eficiência de encapsulamento (%EE), as amostras de CLN-FC foram 

centrifugadas a 10.000 rpm durante 30 minutos. Após este procedimento, os sobrenadantes 

foram filtrados usando filtros de Minisart® NML de acetato de celulose, visando separar a FC 

precipitada da encapsulada. A quantidade do FC encapsulada no CLN foi baseada no seu 

espectro de absorção de fluorescência usando espectrofotômetro de fluorescência (Cary Eclipse 

- UK) com excitação máxima em 639 nm e emissão em 677 nm. (FADEL; KASSAB; ABDEL 

FADEEL, 2010). A %EE foi estimada de acordo com a Equação 1. 

 

%𝐸𝐸 =
M1

MT
× 100                                                                                                          Equação 1 

 

Onde  

EE: eficiência de encapsulação. 

M1: absorbância da FC encapsulado no CLN. 

MT: absorbância teórica da FC usada no CLN.  

 

4.2.2 Caracterização físico-química dos CLN com e sem FC 

 

4.2.2.1 Determinação do tamanho médio (D.mn), índice de polidispersidade (PdI) e do 

potencial zeta (Pz)  

 

O diâmetro das gotículas e a análise do Pz dos CLN foram determinados pela técnica de 

correlação de fótons (conhecida como Dynamic light sacattering- DLS) e mobilidade 

eletroforética das nanopartículas, respectivamente, utilizando o equipamento Zetasizer Nano 

NS (Malvem Intruments Malvern, UK). Ambas as medidas foram realizadas com temperatura 

constante de 25º C. As amostras foram diluídas em água ultra-purificada (1:100), mantidas em 

frascos fechado, vertidas em uma cubeta e colocadas na célula eletroforética em um ângulo de 

dispersão de 90º. Para cada amostra foram realizadas 3 determinações sendo analisadas nos 

tempos de 24 horas, 7,  15, 21, 28, 45, 60 e 90 dias. Durante o tempo de análise, as amostras 

permaneceram em geladeira. O estudo foi realizado no Departamento de Fármacos e 

Medicamentos da Universidade Estadual Paulista (UNESP) em Araraquara. As determinações 

foram realizadas em triplicata e os resultados foram expressos como média ± desvio padrão. Os 

dados foram plotados utilizando software SigmaPlot 10.0.  
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4.2.2.2 Microscopia eletrônica de transmissão (MET) 

 

A análise morfológica das CLN sem e com FC foi realizada por microscopia eletrônica 

de transmissão. 

O tamanho e morfologia dos CLN foram caracterizados através de microscopia 

eletrônica de transmissão (JEOL JEM-100CX2). Este equipamento pertence a faculdade de 

Medicina de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo. 

Para o preparo das amostras consiste em adicionar uma pequena alíquota na grade de 

níquel, seguido da remoção do excesso de amostra por um papel filtro. A contratação negativa 

então foi realizada pela adição de uma gota de solução de acetato de uranila a 1% (m/v), foi 

adicionado sobre as amostras no intuito de melhorar o contraste das imagens. Após 10 minutos, 

o excesso de líquido foi removido, e a amostra secada à temperatura ambiente. As imagens 

foram adquiridas no microscópio a uma voltagem de 100 kV. 

 

4.2.2.3 Calorimetria exploratória diferencial (DSC) 

 

A calorimetria exploratória diferencial (DSC) foi realizada no departamento de Físico-

química do Instituto de Química da UNESP – Araraquara, com a utilização do módulo 

calorimétrico modelo DSC Q10 (TA Instruments). Amostras de aproximadamente 5 mg 

previamente secas e acondicionadas em cadinhos de alumínio selado foram analisadas na faixa 

de temperatura de -35 a 350 ºC com taxa de aquecimento de 10 oC/min, sob atmosfera de 

nitrogênio com fluxo de 50 mL/min. A partir dos curvas de DSC foram obtidas as temperaturas 

de pico (Tpico) e a entalpia (ΔH) dos eventos dos componentes isolados e do CLN com e sem 

FS. O aparelho foi calibrado para o parâmetro da temperatura utilizando como padrão o ponto 

de função do índio (156,6 ºC) e a calibração para o fluxo de calor foi feita com base na entalpia 

de fusão do índio (ΔHF= 28,54 J/g-1). Os resultados de DSC foram plotados empregando p 

software Oringin®. 

 

4.2.2.4 Estudo de fotodegradação (photobleaching) por tempo de irradiação 

 

Para avaliar a fotodegradação, as amostras de FC, em solução (Tetrahidrofurano) ou 

incorporados nos CLN, foram submetidas à fonte de luz (LEDs – light emitting diode) no 

espectro de luz vermelha em diferentes intervalos de iluminação (≅ 660nm) e com potência de 

saída de 15 mW cada diodo. O espectro de absorção de cada amostra foi medido antes da 
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irradiação (t = 0) e após a irradiação com os seguintes intervalos de tempo 1, 2,5, 5, 10 minutos. 

Foi obtido um gráfico de decaimento experimental a partir da densidade óptica (D.O.) em 

função de tempo. Os resultados de photobleaching foram plotados utilizando software 

SigmaPlot 10.0. 

 

4.2.2.5 Geração de oxigênio singlete em sistemas de célula (SOSG) 

 

Uma solução de SOSG (2,5 μM) em metanol (1,750 mL) foi adicionado ao CLN-FC 

(0,250 mL (0,125 mg de FC)). A solução foi exposta à luz durante 30 minutos ((Fenix LD01 

LED) e a intensidade de fluorescência de SOSG (após excitação a 505 nm) foi registrada a 525 

nm a intervalos de 5 minutos. Os experimentos foram realizados para os seguintes grupos (I) 

FC livre, (II) FC livre + luz, (III) CLN-FC e (IV) CLN-FC +luz. As análises foram realizadas 

no departamento de farmácia da University of Ulster. Os dados foram plotados utilizando 

software SigmaPlot 10.0.   

 

4.2.2.6 Linearidade  

 

A linearidade foi alcançada com a concentração da curva analítica de média de três 

curvas analíticas independente. Preparou-se três soluções estoque de 100 µg/mL e de cada uma 

seguiu diluição seriada em n-octanol, obtendo soluções FC nas concentrações de 0,25, 0,50, 1, 

1,5, 2,0 μg/mL em triplicata. A leitura foi realizada por meio do seu espectro de absorção de 

fluorescência usando espectrofotômetro de fluorescência (Cary Eclipse – UK) com excitação 

máxima em 639 nm e emissão em 677 nm.  

 

4.2.2.7 Ensaios de liberação da formulação in vitro  

 

O estudo de liberação do CLN-FC foi realizado pelo método do béquer utilizando 

membranas de diálise. Alíquotas de 1 mL CLN-FC ou FC livre foram colocadas em membranas 

de diálise do tipo SnakeSkin TM Dialysis Tubing (corte de 3.500, Thermo Scientific, Rockford, 

EUA), e posteriormente estas foram  imersas em um béquer contendo 50 mL de n-octanol como 

meio a 37 ºC, com velocidade constante de agitação de 500 rpm. Em intervalos de tempo pré-

estabelecidos, foram coletados com uma pipeta do tipo eppendorf reference 700 µL do meio, 

sendo que esta quantidade foi reposta. A Figura 9 ilustra o processo de liberação in vitro. 
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A leitura da FC foi realizada conforme demostrado no item 4.2.2.6. Os dados de 

liberação in vitro obtidos foram plotados utilizando software SigmaPlot 10.0, correlacionando 

tempo versus porcentagem de FC liberado. 

 

Figura 10- Representação esquemática do experimento do perfil de liberação in vitro da FC a 

partir de CLN. 

 

Fonte: própria autoria. 

 

Os ensaios de cinética de liberação foram realizados a partir de modelos matemáticos 

utilizando software SigmaPlot 10.0. O melhor modelo matemático para prever a curva de 

liberação foi selecionada a partir do coeficiente de determinação (R2) (AMEEDUZZAFAR et 

al., 2020; LOPES; LOBO; COSTA, 2005; SAMAHA; SHEHAYEB; KYRIACOS, 2009). Os 

modelos testados estão descritos na Equação 2 a 5. 

 

Modelo de ordem zero: 

 

Q = k.+Q0                                                                                                                    Equação 2 

 

Onde q é a quantidade de insumo farmacêutico ativo liberado, t é o tempo e o Q0 é o valor 

inicial do fármaco de Q e k é o coeficiente de liberação. 

 

Modelo de primeira ordem: 

 

Q = 100(1 − e−kt)                                                                                                       Equação 3 
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Onde Q é a quantidade de insumo farmacêutico ativo liberado, t é o tempo e k é o coeficiente 

de liberação. 

 

 

 

Modelo de Higushi 

 

Q = k. t0,5                                                                                                                      Equação 4  

 

Onde Q é a quantidade de insumo farmacêutico ativo liberado, t é o tempo e k é o coeficiente 

de liberação. 

 

Modelo de Weibull 

 

Q = 1 − exp [
−(𝑡)𝑏

𝑎
]                                                                                                       Equação 5 

 

Onde Q é a quantidade do insumo farmacêutico ativo liberado no tempo t, e a é a constante de 

tempo e b o expoente de liberação. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

5.1 Preparação dos carreadores lipídicos nanoestruturados (CLN) e incorporação de 

ftalocianina (FC) 

 

De modo a promover um sistema estável com aspecto homogêneo, a preparação do CLN 

foi realizada como descrito na metodologia de Sato et al., (2017) no item 4.2.1. Os autores 

desenvolveram CLN a partir do método de sonicação, no qual, prepararam 12 formulações 

utilizando TGACC, EP (40), óleo de rícino etoxilado 40 OE (OR 40 OE) e variando as 

concentrações de PF-127: 1, 2, 2,5, 3, 3,5 e 4%. O processo foi otimizado de modo a ser 

alcançado um sistema homogêneo e com elevada estabilidade física.  

Em nosso estudo a fase lipídica foi constituída por lipídios líquidos TGACC, OR, além 

de lipídio sólido EP (40), para fase aquosa foi utilizado tensoativo PF-127 e água destilada. O 

trabalho foi realizado utilizando o método de fusão seguida de emulsificação por sonicador com 

amplitude de 35%, em modo descontinuo de 4 minutos com intervalos de 30 segundos. Este 

método foi usado principalmente para obter partículas em tamanho nanométrico, além disso, 

esta técnica também foi utilizada por ser segura, bem estabelecida e por ser facilmente 

reproduzida em larga escala (GANESAN; NARAYANASAMY, 2017). 

De acordo com os autores Naseri et al., (2015) e Beloqui et al., (2016), um dos fatores 

mais importantes é concentração e seleção adequada de lipídeos e tensoativos, além da técnica 

utilizada na preparação de CLN, pois, são determinantes para garantir o tamanho da partícula e 

aumentar a sua estabilidade física durante o tempo de armazenamento. 

Além disso, de modo a promover a incorporação da FC, foi realizada a etapa da 

preparação da fase lipídica, do mesmo modo de produção para CLN. Pois, este método é capaz 

de incorporar insumo farmacêutico ativo hidrofóbico, permitindo que o ativo fique retido e 

disperso na matriz lipídica (OSHIRO-JUNIOR et al., 2020).  

Desta forma, o CLN apresentou-se como um sistema homogêneo, opaco e sem 

processos de instabilidade como floculação, cremação ou coalescência. Por outro lado, os CLN-

FC apresentaram-se homogêneo e com aspecto opalescente azulado. A Figura 11 estão 

representadas as características macroscópicas do CLN e CLN-FC, dos quais foram 

desenvolvidos durante o estudo. 
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Figura 11- Características macroscópicas dos CLN (a) e CLN-FC (b). 

 

Fonte: dados da pesquisa. 

 

5.2 Determinação do diâmetro hidrodinâmico médio das partículas (D.mn), índice de 

polidispersidade (PdI) e do potencial zeta (Pz) 

 

Os CLN e CLN-FC, desenvolvidos neste estudo foram avaliados durante 90 dias por 

meio da determinação do diâmetro hidrodinâmico (D.mn), índice de polidispersão (PdI) e 

potencial zeta (Pz), a partir da técnica de espectroscopia de correlação de fótons, esta técnica 

mede a variação na intensidade do espalhamento da luz causado pelo o movimento browniano 

das partículas (BELOQUI et al., 2016; BUNJES, 2011; DE PAULA et al., 2013).  Estes 

parâmetros estão diretamente associados com o início da perda de estabilidade dos sistemas 

(KOVALCHUK et al., 2009; MITRI et al., 2011).  Os valores de D.mn, PdI e Pz estão 

representados na Figura 12. 

 

Figura 12- Média e desvio padrão do diâmetro médio (nm), índice de polidispersidade e 

potencial zeta dos CLNs puros e carregados com FC no período de 90 dias. 

 

Fonte: dados da pesquisa. 



39 

 

Os resultados referentes ao CLN revelaram valores de diâmetro médio entre 162,6  

1,82nm e 154,4  1,07nm, durante os 90 dias de armazenamento (Figura 12). No entanto, a 

incorporação de FC no CLN resultou no aumento no tamanho médio da partícula de 158,00  

1,49 nm a 161,80  0,70 nm , estes valores também foram observados por (OSHIRO-JUNIOR 

et al., 2020). Apesar disto, é importante destacar algumas diferenças, por exemplo, o tamanho 

médio do CLN contendo a FC foi relativamente maior do que o tamanho dos CLN a partir dos 

40 dias de armazenamento, propondo que as moléculas do ativo estão inseridas na matriz 

lipídica (ALMEIDA et al., 2012; GOTO; SIQUEIRA-MOURA; TEDESCO, 2017; KUMAR; 

RANDHAWA, 2013b; PATRA et al., 2018). 

Desta forma, o diâmetro médio das partículas se manteve estável durante os 90 dias de 

análise, com variações insignificantes. No âmbito farmacêutico, este sistema pode ser favorável 

e promissor para o uso diante administração tópica e cutânea, devido ao seu tamanho reduzido, 

variando de 50 a 300 nm (GARCÊS et al., 2018; KHOSA; REDDI; SAHA, 2018).  

Além do diâmetro médio das partículas, também foi obtido o PdI. O PdI é um parâmetro 

importante para avaliar a polidispersidade de uma amostra baseada na distribuição do tamanho 

dos sistemas nanoestruturados (CHU; LIU, 2000). A obtenção do diâmetro de PdI das 

formulações de CLN podem ser influenciados por alguns parâmetros, por exemplo: composição 

de matriz lipídica, proporção de fase aquosa e oleosa, além do método utilizado na preparação 

(DAS et al., 2011; GOTO; SIQUEIRA-MOURA; TEDESCO, 2017). Desse modo, são 

considerados valores ótimos de PdI abaixo de 0,35 indicando um sistema homogêneo com 

menor valor de polidispersidade (DAS NEVES; SARMENTO, 2015; MÜLLER; RADTKE; 

WISSING, 2002a). 

Os CLN apresentaram valores médios de PdI menores que 0,23 ± 0,01, característico de 

sistema com menor valor de polidispersidade. Para as formulações de CLN-FC, foram obtidos 

valores de PdI entre 0,21 ± 0,02 a 0,13 ± 0,02, durante os 90 dias (Figura 12). Desse modo, 

pode-se concluir que os valores de PdI permaneceram inferiores a 0,3 o que configura um 

sistema homogêneo, tornando as formulações estáveis. (BHATTACHARJEE, 2016; DAS; NG; 

TAN, 2012). 

O Pz também foi avaliado, e indica a média geral das cargas elétricas que são adquiridas 

pelas partículas a partir de um determinado meio, podendo ser considerado uma referência para 

controlar a estabilidade de sistemas coloidais, uma vez que indica a intensidade de repulsão 

entre as partículas na dispersão (BHATTACHARJEE, 2016; CALIXTO; GRUMEZESCU, 

2016; KOTAL; BHOWMICK, 2015). 
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Portanto, o Pz das formulações de CLN e CLN-FC demonstraram valores médios entre 

-15,3 ± 0,18 a -12,2 ± 0,7 e -17,8 ± 0,54 a -19,9 ± 0,5, ao longo dos 90 dias (Figura 12). Os 

resultados de potencial zeta obtidos neste trabalho mostra concordância a partir dos estudos de 

CLN e CLN-FC desenvolvidos por (GARG; SINGH, 2011; OSHIRO-JUNIOR et al., 2020).  

De acordo com a literatura, partículas com valores de Pz entre 30 a 50 mV (valor em 

módulo) são considerados altamente estáveis, porém partículas com valores entre 20 mV são 

moderadamente estáveis (BHATTACHARJEE, 2016; MITRI et al., 2011). No entanto, este 

fato apenas atribui para que as partículas nos valores entre 20 mv permaneçam com 

estabilização eletrostática (SOUTO; MÜLLER, 2005). Contudo, a presença do PF-127, um 

tensoativo não-iônico, permite que ocorra um impedimento estérico, o que por si só, garante 

uma estabilidade nos sistemas nanoestruturados, impedindo a agregação das partículas. Além 

disso, os grupamentos hidroxilas presente no tensoativo confere carga negativa explicando os 

valores negativos obtidos neste trabalho. Os resultados de Pz mais a capacidade de impedimento 

estérico garantem um sistema estável durante os 90 dias de armazenamento, como demonstrado 

nesse estudo (GARG; SINGH, 2011; SAWANT; KHAN, 2017; VAGHASIYA; KUMAR; 

SAWANT, 2013).  

Diante disto, a veiculação de ativos em sistemas nanoestruturados destinados a via 

tópica tem se tornado cada vez mais frequente, pois, esse sistema permite a incorporação do 

ativo com baixa solubilidade, como no caso dos FSs.  Além disso, os efeitos oclusivos exercido 

pelo CLN tendem a melhorar a hidratação da pele, promovendo a penetração do insumo 

farmacêutico ativo. Os componentes do CLN, incluindo lipídios e tensoativos, são 

determinantes para promover sistemas nanoestuturados em escala manométrica e mais estável, 

assim, podendo atuar como intensificadores de permeação em bicamadas lipídicas do estrato 

córneo (EC) (BELOQUI et al., 2016; KHOSA; REDDI; SAHA, 2018; SHARMA; BALDI, 

2018). 

Nesse contexto, os pesquisadores Kamel e colaboradores, (2019), desenvolveram e 

caracterizaram CLN com objetivo de obter sistemas em escala nanométrica, para aplicação 

tópica de curcumina, nesse caso, o tamanho da partícula das formulações de CNL estavam 

abaixo 200 nm, PdI de 0,29 e Pz -47,50 mV, demonstrando que o tamanho das partículas foram 

estáveis para a realização estudo.  

Qidwai et al., (2016), realizou um estudo analisando o tamanho médio das partículas de 

CLN com incorporação de ácido 5-aminilevuínico (5-ALA), o resultados referentes ao diâmetro 

médio de CLN-5-ALA, foi entre 185,2 ± 1,20 e PdI 0,156 ± 0,02. O estudo foi realizado para 

avaliação da permeabilidade de um sistema tópico para tratamento de carcinoma basocelular. 
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Um estudo realizado por Almeida et al., (2018), demostrou propriedades do tamanho das 

partículas de CLN carregadas com FC para análise de permeação cutânea na pele. O diâmetro 

médio das partículas foi inferior a 205,9 ± 22,7 nm, PdI de 0,47 ± 0,04 e Pz de -69,1 ± 18,5 

mV, respectivamente, este estudo forneceu evidencias de estabilidade in vitro e in vivo de CLN-

FC com a aplicação da TFD. Estas características puderam ser corroboradas nos ensaios de 

estabilidade, realizado neste trabalho, indicando ser promissores para aplicações tópicas frente 

a utilização de TFD. 

A partir disso, pode-se identificar que as formulações apresentaram estabilidade física 

quando avaliadas ao longo dos 90 dias. Mediante a isto, o Pz, é um parâmetro importante para 

o monitoramento da estabilidade de formulações, o que demonstrou estabilidade das 

formulações. É importante ressaltar que para a estabilidade ser avaliada é necessário levar em 

consideração fatores como composição da formulação, propriedades físico-químicas e 

composição química, entretanto, parâmetros como D.mn. PdI e Pz fornecem indícios a respeito 

do estado físico-químico da formulação (ALVAREZ-LORENZO; GARCÍA-GONZÁLEZ; 

CONCHEIRO, 2017; RETAMAL MARÍN; BABICK; HILLEMANN, 2017). 

 

5.3 Eficiência de Encapsulação %EE 

 

A eficiência de encapsulação %EE é uma medida usada para avaliar a capacidade que o 

sistema possui em reter o composto ativo encapsulado (DAS et al., 2011; MITRI et al., 2011; 

MÜLLER et al., 2007). Através da %EE foi possível verificar a porcentagem do FC inserido 

no CLN, sendo o valor obtido para EE de 75,57% ± 0,58. A %EE da formulação é expressa na 

Tabela 3. 

 

Tabela 3- Resultado da eficiência de encapsulação (%EE) do CLN. 

Formulação %EE 

CLN-FC 75,57% ± 0,58 

Valor expresso em media e desvio padrão (n=3). 

 

Neste contexto, considera-se um valor alto de %EE segundo a literatura. De acordo com 

os autores Oshiro-Junior et al., (2020), a %EE de CLN-FC correspondeu a 63,00 ± 1,19%. Em 

outro estudo  realizado por Almeida et al., (2018), observou-se que 88,2% do ativo foi 

encapsulado no CLN, indicando que a maior parte da FC está incorporada no sistema 

nanoestruturado, evitando assim a agregação. 
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Desse modo, estes resultados podem ser explicados mediante as vantagens dos CLN, 

devido a formação de cristais imperfeitos na rede cristalina da matriz lipídica sólida quando a 

mistura de lipídios liquidos, o que por sua vez, permite deixar espaço suficiente para acomodar 

moléculas do ativo, o que conduz a uma melhor capacidade de eficiência de encapsulamento e 

consequentemente reduz o tempo de expulsão do ativo (SHARMA; BALDI, 2018). 

Comparando esse valor com outros sistema nanoestruturados desenvolvidos com FC, observou-

se que a eficiência de encapsulação CLN foi maior do que quando encapsulado em lipossomas 

com EE máxima de 45% (ABDEL FADEEL et al., 2018). 

Um pré-requisito para obter uma alta capacidade encapsulação é alta solubilidade do 

ativo no lipídio fundido (MÜLLER; RADTKE; WISSING, 2002b). Além disso, estudo de 

revisão realizado por Bunjes, (2011), mostra que a capacidade de incorporação depende das 

propriedades fisico-quimicas do fármaco, bem como da composição da matriz lipidica do 

estado cristalino. 

 

5.4 Microscopia eletrônica de transmissão (MET) 

 

A microscopia eletrônica de transmissão (MET) foi realizada para obter informações 

sobre o tamanho de partícula e morfologia, através da técnica é possível confirmar a obtenção 

de partículas em nanoescala.  

As fotomicrografias obtidas por MET das amostras de CLN e CLN-FC encontra-se 

apresentadas na Figura 13 A e 13 B. Os sistemas nanoestruturados apresentaram estruturas 

predominantemente esféricas. Além disso, morfologia semelhante foi observada na produção 

de CLN por outros pesquisadores (EL-SHERIDY et al., 2019; JAIN et al., 2010). O tamanho 

das partículas variou em torno de 30 a 300 nm, respectivamente, além do mais, a adição do PF-

127, previne a aglomeração destas nanopartículas, aumentando a estabilidade, e esses 

resultados corroboram com os dados obtidos por DLS. 

Destaca-se o aumento do tamanho das CLN com a incorporação da FC na formulação, 

comparando-se os CLN, também é possível observar um contraste escuro do CLN com a 

incorporação do ativo, isso ocorre devido ao metal presente da FC, e isto é decorrente pois q  

FC possui hidrofóbicidade e consequentemente estaria disperso nos cristais imperfeito da 

matriz lipídica (Figura 13 B).  

Os resultados encontrados, conferem com o trabalho de Mo et al., (2018), na qual 

realizaram a análise de CLN, e verificaram que a morfologia das partículas encontrava-se de 

forma esférica e regular, e com dimensões nanométricas de 150 nm. Estudo realizado por 
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Oshiro-Junior et al., (2020), corroborou com dados referente as imagens obtidas no estudo, 

sendo identificado a incorporação da FC no CLN, mediante o contraste escuro do metal presente 

da FC. Estes resultados estão de acordo com os dados obtidos para sistemas nanoestruturados 

preparados neste presente trabalho. 

 

Figura 13- Fotomicroscopia dos sistemas nanoestruturados, (a) CLN) e (b) CLN-FC, aumento 

50.000x, 370.000x, respectivamente. A seta indica um contraste escuro do CLN provavelmente 

referente a FC nanoencapsulado. 

 
Fonte: dados da pesquisa. 

 

5.5 Calorimetria exploratória diferencial  

 

O DSC foi utilizado para obter informações sobre cristalinidade, temperatura de fusão 

e entalpia dos sistemas nanoestruturados e seus componentes com o objetivo de encontrar 

informações sobre a estruturas das partículas, visto que alterações estruturais são acompanhadas 

por trocas de calor (FACHINETTI et al., 2018; FONSECA-SANTOS et al., 2019). Por este 

motivo os sistemas nanoestruturados foram submetidos a análise calorimétrica. Os 

componentes das formulações foram avaliados isoladamente, a fim de compreender as 

características de cada um e sua influência sobre os sistemas nanoestruturados, conforme 

descrito na Figura 14 e Tabela 4, respectivamente.  

A FC não apresentou evento de fusão na faixa de temperatura adotada. De acordo com 

o dado apresentado na ficha de informação do produto fornecido pela a empresa Sigma Aldrich, 

seu ponto de fusão está acima de 300ºC, por essa razão não foi possível observar tal evento. O 

TGACC apresentou um evento endotérmico (Tpico = -3,84 °C e ΔH = 137,69 J/g) característico 

do lipídeo (ALFUTIMIE et al., 2016). O PF-127 apresentou apenas um evento endotérmico 
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(Tpico = 63,42 °C e ΔH = 122 J/g) referente à fusão do tensoativo (ARANGO-RUIZ et al., 2018). 

A curva calorimétrica do EP mostrou um evento endotérmico (Tpico = 52,87 °C e ΔH = 315,38 

J/g) relativo à fusão desse lipídeo, este resultado correspondo com os encontrados na literatura, 

38 ºC (MALKIN, 2006) e 52,45 ºC (SATO et al., 2017), Esta pequena diferença pode ser devido 

ao rearranjo na estrutura cristalina resultando formas polimórficas mais estáveis ou menos 

estáveis (DA SILVA; ESCOBEDO; GIOELLI, 2008). O OR não apresentou eventos térmicos 

na faixa de temperatura estudada devido ao seu comportamento amorfo (JAMIL et al., 2011). 

. 

Tabela 4- Temperatura de pico (Tpico) e variação de entalpia (ΔH) dos eventos de fusão das 

amostras. 

Amostras Tpico (°C) ΔH (J/g) 

TGACC -3,84 137,69 

EP 52,87 315,38 

PF-127 63,42 122,00 

CLN 49,38 44,26 

CLN-FC 61,81 56,07 

Fonte: dados da pesquisa. 

 

A amostras CLN e CLN-FC apresentaram comportamento térmico semelhante. Ambas 

as amostras apresentaram um evento endotérmico característico de fusão com Tpico de 49,38 e 

61,81 °C com ΔH de 44,26 e 56,07 para as amostras CLN e CLN-FC. A diferença nos 

parâmetros dessas amostras é devido à dissolução e distribuição do fármaco na matriz lipídica 

na amostra CLN-FC, que alterou a organização cristalina do sistema nanoestruturado e refletiu 

no aumento da temperatura e energia necessárias para ocorrer a fusão. Esses mesmos 

parâmetros sofreram diminuição no CLN em relação ao EP e é justificada pela presença dos 

demais componentes, que provocou mudanças estruturais no sistema nanoestruturado, 

deixando-o mais amorfo. O menor tamanho de partícula e maior área superficial também podem 

explicar essa diferença (FANG; A. AL-SUWAYEH; FANG, 2012). 
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Figura 14- Curva calorimétricas das amostras. 

 

Fonte: dados da pesquisa. 

 

Os dados de fusão dos  sistemas nanoestruturados  entram em consenso com o uso como 

sistemas de liberação, visto que em sistemas coloidais para uso in vivo, lipídeos que possuem 

temperaturas de fusão acima de 40°C são desejáveis, pois evita a fusão das partículas após a 

administração (SEVERINO et al., 2012). 

 

5.6 Estudo de fotodegradação (Photobleanching) 

 

 A fotoestabilidade, ou seja, a resistência a Photobleanching, consiste na capacidade de 

um fotossensibilizador gerar espécies reativas de oxigênio (EROs), das quais são fundamentais 

para reação fotodinâmica (LAMCH et al., 2019). Os FSs são foto-degradados rapidamente, 

podendo prejudicar a destruição do tecido doente, levando assim ao tratamento incompleto e 

reduzindo a fotossensibilidade após irradiação (DE SOUZA et al., 2016). Pesquisadores 

também demostram que a extensão da fotodegradação do FS também está correlacionada com 

a intensidade do dano fotobiológico (CYZA et al., 2018; LAMCH et al., 2019). Desse modo, 

as FC são vulneráveis à fotodegradação que envolve a perda de absorbância, fluorescência e 

fotoatividade, e por esse motivo a utilização de sistemas nanoestruturados no encapsulamento 
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pode minimizar de maneira eficaz essas desvantagens (FANCHIOTTI et al., 2016; 

KUZNETSOVA; KALIYA, 2012).  

Assim, ao investigar a possível degradação da FC após irradiação da luz se torna 

importante a fim de garantir o sucesso da terapia fotodinâmica. Como mostra a Figura 15, após 

2 minutos de irradiação ocorreu uma diminuição no Photobleanching da FC com valor de 61% 

± 0,001, porém, esse valor se manteve estável. Contudo, o FS incorporado no CLN demonstrou-

se durante os 10 minutos de irradiação um aumento na taxa do Photobleanching de 39,9% ± 

0,02. Assim, o encapsulamento da FC em CLN aumentou a sua fotoestabilidade. 

 

Figura 15- Porcentagem de FC e CLN-FC por vários intervalos de tempo de irradiação 

(0,1,2,3,4,5,6,7,8,9 e 10 minutos). 

 

Fonte: dados da pesquisa. 

 

Esse efeito protetor exercido por formulações também foi relatado por Lin et al., (2012), 

que desenvolveram nanopartículas lipídicas (NLs) para incorporação de FC. Os pesquisadores 

relataram que a FC incorporada em NLs permaneceu intacta e estável durante o tempo de 

irradiação com obtenção de photbleanching de 3,08%, o que é possível, devido ao efeito de 

proteção das NLs, enquanto que a FC livre em solução aquosa obteve 4,12 % de 

photbleanching, sendo rapidamente degradada (LIN et al., 2012). Em outro estudo, Lima et al., 

(2013), fizeram photobleanching de hipericina livre e encapsulada em NLS, obtendo 37,6 ± 3% 
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de photobleanching livre e 18,5 ± 0,2 % de photobleanching em NLS com irradiação de 40 

minutos (LIMA et al., 2013).  

A melhoria da foto-estabilidade da FC, indica que este fica mais protegido da 

fotodegradação quando está incorporado em matriz lipídica do CLN. Portando o 

encapsulamento da FC em sistemas nanoestruturados apresentou um grande potencial para 

melhorar a fotoestabilidade da FC (FANCHIOTTI et al., 2016). Diante disto, esses efeitos são 

de grande importância para o desempenho terapêutico clínico da FC na TFD. 

 

5.7 Geração de oxigênio singleto em sistemas livres de célula (SOSG) 

 

O oxigênio singlete ( 1O2 ) é uma espécie reativa de oxigênio, podendo danificar 

componentes celulares biológicos, como, lipídios, proteínas ou ácidos nucleicos (LIU et al., 

2019; PRASAD; SEDLÁŘOVÁ; POSPÍŠIL, 2018; RAGÀS et al., 2009). Utilizado 

propositadamente para TFD e seu papel como mensageiro biológico está sendo cada vez mais 

usufruído. Contudo a produção do oxigênio singleto pode ser estimada por ensaios de SOSG 

(PRASAD; SEDLÁŘOVÁ; POSPÍŠIL, 2018). 

O SOSG exibe picos fracos de fluorescência no azul em 395 e 416 nm sob excitação em 

372 e 393 nm (FLORS et al., 2006). No entanto, na presença de 1O2, o SOSG emite 

fluorescência verde, com máximos de excitação e emissão a 504 e 525 nm, 

respectivamente. Essa emissão de fluorescência verde foi atribuída a um endoperóxido gerado 

pela interação de 1O2 com o componente antraceno do SOSG (FLORS et al., 2006; KOH; 

FLUHR, 2016; RAGÀS et al., 2009). Assim, os resultados da taxa do percentual de SOSG para 

avaliar possíveis modificações na produção do 1O2 da FC com CLN e da FC livre em relação a 

FC e CLN sem a presença de luz são demonstrados na Figura 16. 

A FC com luz, produziu um aumento gradual no percentual na emissão de SOSG 

durante 30 minutos de irradiação, sendo que a produção do 1O2 foi bastante eficiente (Figura16). 

Este resultado foi corroborado com os dados obtidos por Pucelik et al., (2016), na qual o 

resultado demonstrou alto rendimento quântico da FC após a exposição de fluorescência por 

SOSG (PUCELIK et al., 2016). 

No entanto, não há evidência da reação química entre FC e o CLN sem a presença de 

irradiação (luz) e com a interação de SOSG, pois os espectros intrínsecos são inalterados 

(Figura 16). Apesar disto, estes dados estão em concordância com os resultados obtidos por 

(LIN et al., 2013). 
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Figura 16- Aumento da porcentagem de intensidade de fluorescência de SOSG para as 

amostras dos seguintes grupos: (I) FC livre, (II) FC livre + luz, (III) CLN-FC e (IV) CLN-FC 

+luz. 

 
Fonte: dados da pesquisa. 

 

Foi possível observar que a produção de 1O2 da FC diminuiu após sua incorporação no 

CLN (Figura 16), isso ocorre devido a distribuição da FC no CLN, pois, a concentração local 

na matriz lipídica pode aumentar, a vista disto, as colisões das moléculas da FC entre si, pode 

ocasionar uma supressão de moléculas no estado excitado (NAVARRO et al., 2014; PRESS, 

2017). Uma outra possível explicação se dá pelo fato de que o 1O2  gerado dentro no sistema 

nanoestruturado pode rapidamente se difundir para outras regiões do sistema e ser suprimido e 

gerar espécies reativas secundarias (DOU et al., 2015; ROSLANIEC et al., 2000).  

Além disso, uma outra possibilidade é o que a FC dentro da matriz lipídica é protegida 

da luz, e deste modo não gera 1O2, e isso pode ser corroborado com os dados obtidos por 

Photobleanching, mostrando que a FC com CLN não é degradado, pois, está protegido e não é 

liberado rapidamente. No entanto, esse resultado está de acordo com a literatura utilizando 

sistemas nanoestruturados (GARCIA et al., 2011; ZHEN et al., 2013). Porém, os resultados 

continuam sendo suficientes para ativar os processos de produção de 1O2 na TFD. 
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5.8 Linearidade 

 

A linearidade de um método analítico pode ser definida como a capacidade de obter 

resultados experimentais de absorção diretamente proporcionais a concentração do analito 

(AGENCY, 2011) 

De acordo com o resultado apresentado na Figura 17, a linearidade do método de 

quantificação da FC foi determinada através da regressão linear da curva analítica pela equação 

dos mínimos quadrados onde y = (4.7958 + 0.4559) e o coeficiente r2 = 0,9941 (figura 17).  

Assim, o método mostrou-se linear nas concentrações de 0,25, 0,50, 1, 1,5, 2,0 μg/mL, 

sendo analisadas de acordo com o preconizado pela RDC Nº 166, 24/07/2017 (BRASIL, 2017) 

desse modo, o critério mínimo aceitável do coeficiente de determinação (r2) deve ser igual 0,99, 

indicando linearidade para o método desenvolvido. 

 

Figura 17- Representação gráfica da curva analítica da FC na faixa de concentração de 0,25 a 

2,0 µg/mL; n= 3. 

 
Fonte: dados da pesquisa. 

 

5.9 Liberação in vitro  

 

O perfil de liberação in vitro foi determinado através do estudo realizado em béquer 

utilizando membranas de dialise como descrito no item 4.2.2.7. A avaliação da liberação in 
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vitro das formulações permite analisar o perfil de liberação do insumo farmacêutico ativo, isto 

pode estar relacionado com a saída do mesmo da matriz dos sistemas nanoestruturados. Permite 

ainda comparar a capacidade de diferentes amostras de reter o fármaco incorporado, durante 

um tempo mais longo (BEBER et al., 2014).  

 O perfil de liberação in vitro da FC e CLN-FC após 160 horas, desenvolvidos neste 

trabalho, foram investigadas experimentalmente, e são demostrados na Figura 18. Para o CLN 

carregados com FC o perfil de liberação foi mais prolongado, sendo que ao nas primeiras 24h 

de análise houve liberação de pouco mais de 15% da quantidade do insumo farmacêutico ativo 

total. É importante ressaltar que ao longo das 160 h de ensaio 70% da quantidade do insumo 

farmacêutico ativo total foi liberado. 

No entanto, para a FC, o perfil de liberação mostrou-se bastante diferenciado daquele 

obtido para os CLN-FC. Nas primeiras 24h de ensaio aproximadamente 90% da quantidade 

total do insumo farmacêutico ativo foi liberada para o meio externo. 

 

Figura 18- Perfil de liberação in vitro de FC e CLN-FC. 

 
Fonte: dados da pesquisa. 

 

Alguns trabalhos da literatura relatam uma liberação mais controlada do insumo 

farmacêutico ativo quando encapsulado em CLN, em comparação da sua forma livre (LV et al., 

2016; OLIVEIRA et al., 2016; RAHMAN; ZIDAN; KHAN, 2010; SHAO et al., 2015). Tal fato 

se dá, pois quando o insumo farmacêutico ativo está na sua forma livre, a liberação pode ocorrer 
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essencialmente por simples mecanismo de difusão da fração livre no saco de diálise para o meio 

receptor. Porém, quando o insumo farmacêutico ativo está encapsulado, é necessário um 

mecanismo que o libere da nanoestrutura, tais como, erosão, desintegração ou desadsorção 

(RAHMAN et al., 2014), este processo permite que a liberação seja mais lenta, diferentemente 

da solução do insumo farmacêutico ativo livre (VAGHASIYA; KUMAR; SAWANT, 2013). 

Dessa forma, para avaliar o mecanismo de liberação da FC pelo CLN, diferentes 

modelos matemáticos como, ordem zero, primeira ordem, Higuchi e weibull, foram utilizados, 

conforme descrito na Tabela 5. O modelo que apresentou coeficiente de correlação (R2) mais 

próximo de 1 foi o escolhido para representar tal sistema. 

 

Tabela 5- Análise de cinética de liberação de FC incorporados em CLN por diferentes modelos 

de liberação in vitro, em termos de coeficiente de regressão linear (R2). 

Sistema Modelo (R2) 

Ordem Zero Primeira ordem Higuchi Weibull 

CLN-FC 0,9886 0,9773  0,8967 0,9888 

Fonte: dados da pesquisa. 

 

Foi observado que o melhor modelo que apresentou maior coeficiente de correlação, foi 

o de Weilbull (R2= 0,9888) e de ordem zero (R2= 0,9886), apresentando o melhor ajuste. Assim, 

ambos foram utilizados para descrever o perfil de liberação de CLN-FC. Os outros modelos 

aplicados aos dados como primeira ordem e Higuchi, não mostraram vantagens, quanto ao 

ajusto dos dados experimentais.  

A equação empírica de Weibull pode ser aplicado para processo de dissolução/liberação. 

Esse modelo descreve a fração cumulativa de fármaco na solução ao tempo, sendo que o 

logaritmo da quantidade de fármaco dissolvido versus o logaritmo do tempo será linear, e deve 

ser aplicado aos dados dos primeiros 63,2% de liberação (SAMAHA; SHEHAYEB; 

KYRIACOS, 2009). Valores de b <1 caracterizam mecanismo de difusão fickiana. Valores de 

b no intervalo de 0,75 e 1 estão relacionados com difusão fickiana. Enquanto que para valores 

de b >1 a curva exibe forma sigmoidal e o processo de liberação não é explicado pela difusão 

de Fick (KOSMIDIS; ARGYRAKIS; MACHERAS, 2003; PAPADOPOULOU et al., 2006). 

Os autores Papadopoulou et al. (2006), mencionam esse processo como “mecanismo mais 

complexo” identificando que esse comportamento é frequente em fármacos hidrofóbicos, onde 

os aspectos de solubilidade são relevantes na cinética de liberação (PAPADOPOULOU et al., 

2006). Dessa maneira, a cinética de Weibull possibilita caracterizar o modo de liberação do 
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fármaco, assim, os resultados indicam a ocorrência de mecanismo complexo de liberação, 

associando simultaneamente a erosão do polímero durante liberação do fármaco e relaxamento 

das cadeias poliméricas (RIGON et al., 2019).   

A cinética de ordem zero tem como base a liberação lenta da substância, pois,  a matriz 

não desagrega e libera lentamente o fármaco, descrevendo a liberação de fármacos com baixa 

solubilidade e K0 constante, sendo considerado o método ideal para obter ação farmacológica 

prolongada, uma vez que avalia a liberação de quantidades iguais de fármaco por unidade de 

tempo (DASH et al., 2010; SAMAHA; SHEHAYEB; KYRIACOS, 2009).  

Dessa maneira, os dados sugerem que há uma liberação controlada do FC quando 

encapsulada em CLN, pois, comparando-se os dois perfis de liberação pode-se compreender 

que as moléculas de FC estão dispersas ao longo da matriz lipídica do carreador, visto que os 

CLN são compostos por lipídios sólidos e líquidos (óleos), além de tensoativos, formando então 

cristais imperfeitos, assim, resultando em maior incorporação do fármaco, possibilitando uma 

liberação mais lenta e controlada (DAS; NG; TAN, 2012; OSHIRO-JUNIOR et al., 2020; 

PUGLIA et al., 2017). 

O perfil de liberação sustentado como apresentado pelos sistemas nanoestruturados é 

desejável, visto que a formulação visa atuar como reservatório do fármaco para aplicações na 

TFD (EH et al., 2019; GABA et al., 2015; JANSOOK; FÜLÖP; RITTHIDEJ, 2019). Por 

conseguinte, a formulação de CLN-FC apresenta características de liberação adequadas para o 

objetivo proposto deste trabalho, possibilitando assim a diminuição da necessidade de 

replicação da formulação. 
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6 CONCLUSÕES 

 

Neste trabalho, foi possível desenvolver e caracterizar carreador lipídico 

nanoestruturado (CLN) contendo ftalocianina (FC). Os CLN e CLN-FC preparados neste 

estudo pelo método de fusão-emulsificação, apresentaram tamanho inferior 200 nm, baixo 

índice de polidispersão (<0,3) e potencial zeta negativo e foram estáveis durante os 90 dias de 

armazenamento. Ademais, apresentaram morfologia esférica mediante microscopia eletrônica 

de transmissão. 

Os CLN-FC apresentaram eficiência de encapsulação de 75%, indicando alta 

encapsulação do fármaco pelo sistema. Esses resultados também evidenciaram ótimas 

propriedades para encapsulação de fármacos lipofílicos, possibilitando maior acomodação da 

FC. Curvas de DSC confirmaram a obtenção de um sistema com características físico-químicas 

próprias sem incompatibilidade entre FC e CLN. 

Além disso, foi observado que a incorporação da FC em CLN provocou um aumento da 

foto-estabilidade indicando que a FC fica mais protegido do Photobleanching quando está 

incorporado em uma matriz lipídica, esses resultados foram corroborados com os dados obtidos 

por SOSG, mostrando-se que CLN-FS não é degradado, gerando então 1O2 suficiente para TFD. 

Os resultados de liberação in vitro mostrou que os CLN-FS apresentaram cinética de 

liberação segundo o modelo matemático Weibull. e de ordem zero. Assim, pode-se concluir 

que os carreadores lipídicos nanoestruturados constituem um bom sistema para melhorar a 

entrega de ftalocianina. 
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7 SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS  

 

Algumas sugestões que se pode apontar para trabalhos futuros:  

• Estudos de ampliação de escala da produção das sistema CLN contendo FC.  

• Avaliação da atividade in vitro e in vivo das formulações contendo CLN-FC associadas 

a terapia fotodinâmica para aplicação tópica.  
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