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RESUMO 

 

Leveduras do gênero Candida são os agentes etiológicos da candidíase. Na 

microbiota bucal, a espécie Candida albicans é predominante. Para tratamento da 

patologia empregam-se formas farmacêuticas de aplicações tópicas ou sistêmicas. 

Para superar problemas relacionados a presença de biofilmes e resistência dessas 

espécies, a Terapia Fotodinâmica (TFD), baseada em reações fotoquímicas 

oxidativas, vem sendo muito empregada. A Ftalocianina (Fc), fotossensibilizador 

(FS) utilizado na TFD, apresenta natureza hidrofóbica, gerando limitações à terapia. 

Assim, carreadores lipídicos nanoestruturados (CLN) são alternativa para contornar 

essa desvantagem. O objetivo desse trabalho foi desenvolver e caracterizar CLN 

contendo Fc. Os CLN foram produzidos pelo método de fusão-emulsificação e a 

caracterização físico–química foi realizada por Espalhamento de Luz Dinâmico 

(DLS), Microscopia eletrônica de transmissão (MET) e Eficiência de Encapsulação 

(EE). A análise dos resultados mostrou a efetividade do método de produção com 

a obtenção de CLN de tamanho médio variando entre 158,00 ± 1,49 nm e 188,50 ± 

0,71 nm, baixa polidispersão, potencial zeta entre -24,20 ± 0,54 mV e -14,60 ± 0,32 

mV e estáveis durante 90 dias. Com a MET verificou-se partículas esféricas e sem 

aglomerações. A EE revelou que 75,57 ± 0,58% do ativo (Fc) foi encapsulado no 

CLN. Sendo assim, essa pesquisa desenvolveu e caracterizou CLN capazes de 

incorporar o FS, classificado como insolúvel, e com tamanho e morfologia dentro 

dos limites adequados para nanocarreadores. A próxima etapa deverá conduzir os 

estudos de concentração inibitória mínima in vitro para avaliar a viabilidade do CLN 

desenvolvido. 

 

Palavras-chave: Fotossensibilizadores. Sistemas lipídicos nanoestruturados. 

Carreador lipídico nanoestruturado.  

  



ABSTRACT 

 

Yeasts of the genus Candida are the etiologic agents of candidiasis. In the oral 

microbiota, the species Candida albicans is predominant. For the treatment of 

pathology, pharmaceutical forms of topical or systemic applications are used. To 

overcome problems related to the presence of biofilms and resistance of these 

species, Photodynamic Therapy (PDT), based on oxidative photochemical 

reactions, has been widely used. Phthalocyanine (Fc), photosensitizer (FS) used in 

PDT, has a hydrophobic nature, generating limitations to therapy. Thus, 

nanostructured lipid carriers (NLC) are an alternative to circumvent this 

disadvantage. The objective of this work was to develop and characterize CLN 

containing Fc. The NLC were produced by the fusion-emulsification method and the 

physical-chemical characterization was performed by Dynamic Light Scattering 

(DLS), Transmission electron microscopy (TEM) and Encapsulation efficiency (EE). 

The analysis of the results showed the effectiveness of the production method with 

obtaining medium-sized NLC ranging between 158.00 ± 1.49 nm and 188.50 ± 0.71 

nm, low polydispersity, zeta potential between -24.20 ± 0.54 mV and -14.60 ± 0.32 

mV and stable for 90 days. With TEM there were spherical particles and no 

agglomerations. The EE revealed that 75.57 ± 0.58% of the asset (Fc) was 

encapsulated in the NLC. Therefore, this research has developed and characterized 

NLC capable of incorporating the FS, classified as insoluble, and with size and 

morphology within the limits suitable for nanocarriers. The next step is to conduct 

studies of minimum inhibitory concentration in vitro to assess the viability of the 

developed NLC. 

 

Keywords: Photosensitizers. Nanostructured lipid systems. Nanostructured 

lipid carrier. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

As leveduras do gênero Candida são agentes etiológicos da candidíase, as 

quais podem estar presentes em diversas regiões do corpo humano. Na microbiota 

bucal, a espécie C. albicans é mais predominante correspondendo 

aproximadamente 80% de todos os microrganismos isolados. Entretanto, outras 

espécies, como C. dubliniensis, C. glabrata, C. kefyr, C. parapsolosis, C. 

stellatoidea e C. tropicalis ocasionam virulência (VAN DER PLAS, 2016). 

A C. albicans é um fungo dimórfico, possui morfologia extremamente versátil 

podendo existir em formas leveduriformes ou filamentosas. Além disso, são 

capazes de formar comunidades altamente organizados que podem colonizar uma 

superfície biótica ou abiótica, conhecido como biofilmes. As infecções microbianas 

de uma forma geral estão fortemente associadas a biofilmes, o que confere às 

células que os compõem interações benéficas mútuas, maior proteção contra as 

defesas do hospedeiro, além de propriedades fenotípicas distintas das células livres 

(planctônicas) e maior resistência aos agentes antimicrobianos (DABAS, 2013; 

HOJO et al, 2009; RAMOS et al, 2015; SANTANA et al, 2013). 

A escolha de um tratamento, ou a associação deles, deve ser definida em 

virtude da severidade da infecção, condições de saúde geral e bucal, idade e 

gênero do paciente. Atualmente, a Nistatina (suspensão oral) é o medicamento 

mais utilizado para tratamento inicial, com finalidade de aliviar os sinais e sintomas 

clínicos da doença. Apesar disso, em muitos casos esse antifúngico não é capaz 

de eliminar completamente as espécies de Candida (FERREIRA et al, 2015). Desta 

forma, medicamentos sistêmicos têm sido instituídos em indivíduos com saúde 

comprometida e nos episódios de infecções recorrentes. Neste caso, fluconazol, 

itraconazol e anfontericina B podem ser utilizados (LEROY et al, 2016). 

A utilização indiscriminada de antifúngicos tópicos ou sistêmicos acarreta o 

desenvolvimento de resistência das espécies de Candida (CIEPLIK et al, 2014). 

Nesse contexto, para superar os problemas associados ao aumento de incidências 

de patógenos resistentes aos antifúngicos, novas estratégias terapêuticas que 

abordam uma inviabilização dos microrganismos, como a terapia fotodinâmica 

antimicrobiana (TFDa), vêm sendo estudadas. A TFDa consiste em uma 

modalidade terapêutica que envolve a utilização de substâncias fotossensíveis 
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(fotossensibilizador - FS), que são submetidos a irradiação de luz visível e que, na 

presença de oxigênio, produzem espécies reativas que causam danos celulares 

levando a inativação de microrganismos (SARDI et al, 2013; TIAN et al, 2014). 

Alguns FS têm sido alvo de estudos de muitos pesquisadores para a 

fotoinativação de microrganismo (CHABRIER-ROSELLO et al, 2005; JABRA-RIZK 

et al, 2004). A ftalocianina, um FS de segunda geração que possui 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 é o FS mais desejados devido à sua forte absorção 

na região do vermelho do espectro eletromagnético (670 nm – 780 nm) (FADEL et 

al, 2010). 

Entretanto, as ftalocianinas possuem baixa solubilidade em meio fisiológico 

tornando-se sua administração direta inviável, pois, em meio aquoso, as moléculas 

hidrofóbicas tendem a forma agregados por associação intermolecular. A 

agregação das moléculas implica diretamente nas suas propriedades fotoquímicas, 

diminuindo seu rendimento quântico de fluorescência e afetando, 

consequentemente, sua eficácia fotossensibilizante (FARIA et al, 2014; ROSSETTI 

et al, 2011). 

A entrega de FS hidrofóbicos é bastante desafiadora. Neste sentido, alguns 

sistemas nanoestruturados vem sendo desenvolvidos com essa finalidade (FADEL 

et al, 2010). Dentre estes, encontram-se os carreadores lipídicos nanoestruturados 

(CLN), que são caracterizados por possuírem uma matriz composta de cristais 

lipídicos imperfeitos, o que proporciona espaços para a incorporação de altas 

concentrações de substâncias ativas de origens hidrofóbicas (SATO et al, 2017). 

Formulações baseadas em CLN podem ser administrados por via 

intravenosa, pulmonar, oral, transdérmica e tópica. Além disso, pelo tamanho 

reduzido das partículas e sua forte aderência ao estrato córneo, o que leva a 

formação de um filme lipídico flexível sobre a camada de células queratinizadas, 

CLN de uso tópico (pele ou mucosas) tem atraído bastante atenção nos últimos 10 

anos, fazendo com que a quantidade de estudos utilizando CLN aumentasse 

consideravelmente (BELOQUI et al, 2016; GARCÊS et al, 2018). 

Tendo como base o panorama exposto, o uso de CLN com a incorporação 

do FS, associados à TFD, oferece uma promissora e inédita ferramenta 
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nanobiotecnológica visando o tratamento de biofilmes orais ocasionados pela C. 

albicans.  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Desenvolver e caracterizar carreadores lipídicos nanoestruturados (CLN) 

contendo ftalocianina. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

• Preparar os CLN contendo ftalocianina; 

• Caracterizar físico-quimicamente e morfologicamente os sistemas obtidos, 

contemplando as análises de:  tamanho médio das gotículas, índice de 

polidispersão, potencial zeta e microscopia eletrônica de transmissão; 

• Avaliar a quantidade máxima da ftalocianina incorporado no CLN. 
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3 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

3.1 Candidíase  

 

As infecções do tipo fúngicas são chamadas de micoses, sendo a candidíase 

a patologia fúngica de maior incidência em humanos, já que os fungos do gênero 

Candida fazem parte da microbiota normal desses indivíduos e colonizam suas 

mucosas durante ou após o nascimento, o que torna um risco constante de infecção 

endógena (BROOKS et al, 2014).  

A candidíase, é uma infecção ocasionada por qualquer espécie do gênero e 

sua abrangência varia de superfícies corporais, podendo ser uma infecção local ou 

até mesmo sistêmica (EBABHI et al., 2019). Candida spp. pode causar micoses de 

pele, de unhas ou de mucosas, como as do trato gastrintestinal e genital (BROOKS 

et al, 2014). 

As leveduras que fazem parte do gênero Candida são microrganismos 

simbióticos, ou seja, que vivem e permanecem em um organismo de forma 

equilibrada. Entretanto, em certos indivíduos e em situações específicas, pode 

haver o desenvolvimento da forma parasitária (DIAS et al, 2018), principalmente 

quando há uma baixa da imunidade do hospedeiro por uma infecção viral ou por 

um tratamento quimioterápico, por exemplo. 

Dentre os locais do corpo humano, a cavidade bucal é um dos sítios que 

apresenta as maiores diversidades de microrganismos. Das infecções fúngicas que 

afetam a boca, as candidíases são as patologias oportunistas mais comuns nesse 

hospedeiro (PEREIRA, 2017; DIAS et al, 2018). Os fatores de risco para essa 

patologia incluem o uso de próteses dentárias, antibióticos, medicamentos 

imunossupressores, além de condições sistêmicas como diabetes, deficiências 

nutricionais e câncer (DIMOPOULOS et al, 2007).  

As candidíases orais são classificadas em candidíase oral primária (aguda 

ou crônica), como no caso da pseudomembranosa, eritematosa, em placas, nodular 

ou hiperplásica, e candidíase oral secundária, que são as manifestações orais de 

candidose mucocutânea sistêmica. Além disso, ainda existem as lesões 

associadas à Candida, como a Estomatite Protética, Queílite Angular, Glossite 

Romboide Mediana (SIMÕES et al, 2013). 
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As espécies patogênicas causadoras dessa infecção em humanos, e que 

estão associadas a candidíase oral, são C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, 

Candida krusei, C. parapsilosise e C. guilliermondii. Dentre estas, a C. albicans é o 

agente etiológico mais prevalente, representando mais de 80% dos casos (EBABHI 

et al, 2019; DIAS et al, 2018).  

Candida albicans é um microrganismo comensal, que não causa benefício 

ou malefício detectáveis ao hospedeiro, encontrada nos tratos gastrointestinal e 

reprodutivo de cerca de 34% a 68% da população saudável. Geralmente o epitélio 

oral é uma barreira física contra a infecção por Candida. Quando a defesa do 

hospedeiro é enfraquecida, ocorre uma colonização por esse fungo na cavidade 

oral. Esse irá se aderir, invadir e danificar o revestimento das células epiteliais, 

ocasionando a candidíase (VAN DER WAL, 2017).  

Devido à forte ligação da infecção fúngica com o estado imunológico do 

paciente, a candidíase foi considerada um indicador do desenvolvimento da 

Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (AIDS) antes do surgimento dos 

antirretrovirais. Em pacientes imunocomprometidos, a infecção pode se espalhar 

do local original e atingir a corrente sanguínea, promovendo uma infecção sistêmica 

conhecida como candidemia, sendo 90% dos casos atribuídos às espécies de C. 

albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis e Candida krusei. O número de 

mortes varia entre 40 e 80% nesses pacientes (SARDI et al, 2013). 

Além de maior representatividade em patologias orais, ensaios realizados 

por Martins et al. (2016) mostram que C. albicans possui uma capacidade de 

formação de biofilmes significativamente maior quando comparada a outras 

espécies do mesmo gênero. 

A organização dos microrganismos em biofilmes é um mecanismo de 

resistência e representa um reservatório protetor do próprio microrganismo. Isso 

possibilita a sobrevivência desses patógenos mesmo em condições desfavoráveis 

e proporcionando elevada resistência aos agentes antifúngicos (CIEPLIK et al, 

2014).  

A resistência de Candida spp. aos antifúngicos está relacionado 

principalmente ao uso prolongado e indiscriminado desse tipo de medicamento e 

quando se faz uso de tratamentos profiláticos e de subdoses (DIAS et al, 2018; 

PEREIRA, 2017).  
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3.2 Via bucal 

 

A cavidade oral é revestida por uma membrana mucosa úmida com função 

principal a proteção. Essa umidade é devido a constante produção de saliva pelas 

glândulas salivares. A saliva é constituída por água (95% a 99%), proteínas, 

enzimas, eletrólitos e ácidos nucleicos. Essa possui como principal função, além da 

limpeza, reduzir suscetibilidade da mucosa oral à abrasão. Contudo, dentre outros 

fatores, a presença constante de saliva na cavidade oral é uma influência negativa 

para administração de medicamentos devido a frequentemente lavagem da 

mucosa bucal, diluindo a droga administrada, reduzindo o contato e, 

consequentemente, a biodisponibilidade das formulações aplicadas topicamente 

(FRANZ-MONTAN et al, 2017). 

Além disso, quantidades de fármaco absorvida na mucosa bucal é 

frequentemente baixa para a obtenção dos efeitos terapêuticos devido aos 

movimentos mastigatórios, fonação, degradação enzimática e falta de permeação 

do epitélio (MACEDO et al, 2020). Para superar essas e outras limitações, 

nanocarreadores à base de lipídios vêm sendo utilizados na administração de 

medicamentos, melhorando eficientemente a biodisponibilidade do fármaco 

(AGRAWAL et al, 2016).  

O encapsulamento de medicamentos em nanopartículas é uma estratégia 

para contornar problemas citados e melhorar a distribuição bucal do fármaco já que 

possibilitam uma administração sustentada, controlada, direcionada, melhorando a 

captação pela mucosa bucal, e consequentemente sua biodisponibilidade e 

resultado terapêutico (MACEDOO et al, 2020). 

Por exemplo, em um estudo realizado por Mendes et al (2013), carreadores 

lipídicos nanoestruturados carregados com miconazol foram preparados, 

caracterizados e testados para administração na mucosa oral com o objetivo de 

fornecer um efeito antifúngico local contra C. albicans. Os resultados indicaram que, 

quando comparados ao medicamento puro, a droga encapsulada nos CLN, além 

de ser eficaz para inibir o microrganismo, necessitou de uma quantidade menor de 

ativo. 
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3.3 Tratamento de candidíase 

 

Por serem seres eucariotos, os fungos partilham inúmeros genes 

homólogos, produtos gênicos e vias metabólicas com seus hospedeiros humanos. 

Consequentemente, os alvos específicos para quimioterapia de antibióticos 

efetivos se tornam limitados. Esse é um dos motivos pelo qual é difícil tratar a 

maioria das micoses (BROOKS et al, 2014). 

Outro problema encontrado no tratamento convencional dessa infecção é o 

uso indiscriminado dos antifúngicos, principalmente quando se faz o uso em baixas 

doses para tratamentos profiláticos prolongados, o que pode gerar resistência do 

microrganismo ao medicamento, além de aumentar o risco de toxicidade da terapia 

tanto pelo aumento de dose quanto pela necessidade de associação de agentes 

(PEREIRA, 2017). 

Para o tratamento convencional de candidíase, atualmente os principais 

grupos de agentes antifúngicos utilizados são os antibióticos poliênicos 

(anfotericina B e nistatina), que possuem amplo espectro de ação e os derivados 

azólicos sintéticos como os imidazólicos (cetoconazol, miconazol e fenticonazol) e 

triazólicos (itraconazol, fluconazol e voriconazol) (PEREIRA, 2017).  

Em geral, para o tratamento do sapinho, e de outras formas mucocutâneas 

de candidíase, a nistatina tópica, cetoconazol ou fluconazol orais são empregados 

(BROOKS et al, 2014). Nos casos em que o tratamento tópico não apresenta 

resultados, o tratamento sistêmico é iniciado (DIAS et al, 2018). 

Com o surgimento de mecanismos de resistência aos tratamentos 

convencionais para a candidíase e, portanto, não oferecimento de resultados 

satisfatórios, aliados ao número reduzido de agentes antifúngicos disponíveis, a 

busca de novas substâncias para uso no tratamento de infecções fúngicas vem 

sendo impulsionadas (DIAS et al, 2018). 

 

3.4 Nanopartícula (NP)  

 

A aplicação da nanotecnologia no desenvolvimento de fármacos possui 

como principais objetivos otimizar a administração de medicamentos já que os 

sistemas de formulação nanoméricos, sejam eles conjugados a substâncias 
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hidrossolúveis, formulados como partículas de fármacos nanodimensionados ou 

incorporados a nanopartículas, são bastante eficientes na melhoria da potência e 

eficácia do fármaco, aumentando a solubilidade e taxa de dissolução, modificando 

a distribuição, protegendo contra a degradação pós administração, além de poder 

serem direcionados para órgãos específicos, tecidos ou células (MANAIA et al, 

2017; AULTON; TAYLOR, 2016). 

Nas últimas décadas, inúmeras sistemas nanoestruturados que utilizam 

nanopartículas (NP) foram sendo desenvolvidas e avaliadas como potencial 

aplicação de agentes terapêuticos (INOUE, 2015; BAETKE et al, 2015).  NP são 

hidrossolúveis, possuem tamanhos que variam de 1-1000 nm e são classificados 

em NP orgânicas e NP inorgânicas. As NP orgânicos englobam as micelas, 

lipossomas, nanogéis e dendrímeros. Já as inorgânicas compreendem as 

nanopartículas de ouro (PNB), nanomateriais superparamagnéticos de óxido de 

ferro (SPIONs), pontos quânticos (QDs) e íons lantanídeos paramagnéticos 

(RAJABI; MOUSSA, 2016). 

A utilização de nanopartículas pode aumentar o efeito de uma droga (mesmo 

em dosagens menores), possibilitando assim maiores intervalos de administração 

(DE SOUZA, 2019). Além disso, sistemas nanoestruturados podem modificar os 

perfis de permeação, liberação e podem ser utilizados como carreadores para a 

liberação de ativos (INOUE, 2015).  Com isso, tornam-se promissoras para o 

tratamento de doenças, pois permite melhor biodisponibilidade e redução dos 

efeitos adversos da droga (DE SOUZA, 2019). 

A capacidade de inibir uma forma de resistência de microrganismos 

demostra vantagem na utilização de nanopartículas para o tratamento de patologias 

infecciosas. Por exemplo, estudos realizados por Costa (2015), constatou que o 

uso de nanopartículas conseguiu inibir a formação de biofilmes, demonstrando que 

essas são capazes de permear o seu interior e exercer ação de inativação. 

 

3.4.1 Sistemas nanoparticulados lipídicos (SNL) 

 

Ao falar em nanopartículas do tipo lipídicas, pode-se entender como 

dispersões aquosas de partículas com tamanhos que variam de 50 a 1000 nm, 

formadas por lipídeos sólidos, que são estabilizados por um ou mais tipos de 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Baetke+SC&cauthor_id=25969868
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tensoativo, e que modificam a polaridade da superfície com o objetivo de melhorar 

a sua penetração, sendo assim ideal para incorporação em sistema de 

administração tópico, nasal, oftálmico ou sistémico e por via oral. Esse tipo de 

nanopartículas é considerado uma alternativa ao uso de emulsões lipídicas, 

lipossomas e nanopartículas poliméricas (ANTUNES, 2016).  

As nanopartículas lipídicas são divididas em dois grupos, também chamados 

de sistemas nanoparticulados lipídicos: as nanopartículas lipídicas sólidas (NLS) e 

os carreador lipídico nanoestruturado (CLN). 

 

Figura 1 - Estrutura NLS e CLN. 

 
Fonte: Adaptado de Macedo et al (2020). 

 

Para aplicação tópica em mucosas, formulações tradicionais como cremes, 

géis e pomadas apresentam limitações em termos tanto de eficácia como de 

segurança para serem administradas. Para contornar isso, a nanotecnologia é 

utilizada no campo da farmácia para desenvolver produtos mais eficazes e menos 

tóxicos para os pacientes e meio ambiente, através da fabricação de produtos 

biocompatíveis e biodegradáveis e ainda podendo ser economicamente viáveis na 

produção ampliada, vem sendo empregada (FRANZ-MONTAN et al, 2017). 
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Figura 2 - NLS e CLN: sistemas nanoparticulados 
lipídicos que podem ser usados na administração 
transbucal de medicamentos. 

 
Fonte: Adaptado de Franz-Montan et al (2017). 

 

3.4.1.1 Nanopartículas lipídicas sólidas (NLS)  

 

São estruturas de tamanho superior a 50 nm que apresentam matriz 

contendo um núcleo lipídico sólido (altos pontos de fusão) dispersos numa fase 

aquosa (AULTON; TAYLOR, 2016) e a substância ativa e que possuem um elevado 

grau de cristalinidade. Esta característica proporciona uma reduzida eficácia de 

encapsulação dentro da matriz lipídica, já que o espaço destinado aos ativos se 

torna bastante pequeno, além de gerar problemas de estabilidade do sistema, como 

por exemplo, a redução da libertação do fármaco, crescimento das partículas e 

gelificação (ANTUNES, 2016). Além da incorporação para a liberação de fármacos, 

NLS podem sem formadas por ligação do fármaco à sua superfície (AULTON; 

TAYLOR, 2016).  

As dispersões de nanopartículas sólido-lipídio têm sido amplamente 

empregados para a melhora na biodisponibilidade de diversos medicamentos de 

uso parenteral, oral, ocular, cutânea e aplicações cosméticas (AULTON; TAYLOR, 

2016), pois são extensivamente benéficos na melhora da administração, além de 

serem seguros e eficazes.  

Elas oferecem um substituto para os sistemas coloidais convencionais 

(emulsões, lipossomas e micro e nanopartículas poliméricas) por possuírem 

estabilidade em virtude de sua matriz/nanoarquitetura composta por lipídios sólidos 

à temperatura ambiente. A matriz do núcleo lipídico pode ser composta por 
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monoglicerídeos, diglicerídeos, triglicerídeos, esteróides, ceras e ácidos graxos, 

que são estabilizados na presença de um surfactante, como por exemplo o 

polímero poloxâmero, (AGRAWAL et al, 2016). 

 

3.4.1.2 Carreador lipídico nanoestruturado (CLN) 

 

Os carreadores lipídicos nanoestruturados representam a segunda geração 

de sistemas nanoparticulados lipídicos. Eles são constituídos por uma matriz 

formada por uma mistura de lipídios sólidos e líquidos, mas que, à temperatura 

ambiente e temperatura corporal, se apresenta sólida, minimizando assim a baixa 

eficácia de encapsulação que as NLS exibem (ANTUNES, 2016).  

Sua matriz lipídica é formada por cristais imperfeitos que são estabilizados 

por surfactantes. Essa característica proporciona aos CLN espaços para a 

incorporação de grandes concentrações de princípios ativos hidrofóbicas, além 

liberação mais lenta e maior estabilidade do medicamento durante o 

armazenamento (OSHIRO JUNIOR et al, 2020). 

Os CLN são obtidos através de componentes biodegradáveis e 

biocompatíveis, e não necessitam de utilização de solventes orgânicos durante a 

produção. Além disso, após o processo de encapsulação do ativo, ainda se 

observar o tamanho da partícula na escala nanométrica. Com isso, se tornam 

sistemas de liberação de fármacos bastante atraente para uso como carreadores 

de diversos ativos (INOUE, 2015). 

A vantagem dos CLN sobre os NLS é relacionada à melhora na solubilidade 

do medicamento em lipídios líquidos em comparação com lipídios sólidos. Esse 

fator proporciona maior quantidade de incorporação do ativo já que os lipídios 

líquidos presentes produzem uma matriz porosa e resulta no aumento da eficiência 

na carga de medicamentos (AGRAWAL et al, 2016). 

 

3.5 Terapia fotodinâmica (TFD) 

 

A TFD é uma terapia altamente seletiva baseada em reações fotoquímicas 

oxidativas. Para que isso ocorra, há necessidade se utilizar um composto fotoativo, 

fotossensibilizador (FS), além de uma luz em um comprimento de onda adequado. 
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Normalmente, os FS são farmacologicamente inativos quando se encontram no 

escuro (ZHEN et al, 2013).  

A associação entre o FS e a luz, juntamente com a presença de oxigênio no 

estado fundamental, gera quantidades de espécies reativas de oxigênio (ERO) 

(oxigênio singlete, hidrogênio radicais peróxido (H2O2) e hidroxil  (•OH)), citotóxicos 

capazes de matar células próximas por induzir dano celular e tecidual, levando à 

apoptose ou necrose da célula. Desta forma, os FS irão agir somente no local em 

que a luz é utilizada, o que a torna uma terapia seletiva e minimamente invasiva 

(OSHIRO JUNIOR et al, 2020). 

A combinação entre FS e luz visível para tratar patologia é uma prática 

bastante antiga, com início descritos há mais de 3500 anos. No entanto, foi no início 

do século XX que essa terapia se consolidou como um método de combate a 

algumas doenças (CALORI, 2016), com relatos de aplicação clínica em 1903 para 

tratar lúpus, sífilis, psoríase e câncer de pele superficial (ALMEIDA, 2014). Além 

das doenças oncológicas, a TFD vem se mostrando eficaz como método de 

inativação de microrganismos patogênicos, como vírus, bactérias, fungos e 

infecções localizadas (GARCIA et al, 2011; MORESCHI et al, 2018).  

A eficácia dessa terapia leva em conta os FS, como um dos elementos 

essenciais, a forma farmacêutica utilizada, a exposição adequada de 

irradiação/penetração de luz, tempo de exposição para ativação do FS, quantidade 

de oxigênio envolvida e o tipo de célula (ALMEIDA, 2014; TIAN et al, 2020).  

 

3.6 Fotossensibilizadores (FS) 

 

Os FS são classificados como os primeira geração, representados pelos 

derivados da hematoporfirina (Hp), os segunda geração, que têm como exemplo os 

derivados da ftalocianina (Pc) e os de terceira geração ou os fotossensibilizadores 

dentro de sistemas biológico (DA SILVA, 2007; ALMEIDA, 2014). 

Derivados a Hp foi o primeiro grupo de FS desenvolvidos para à TFD. Eles 

são produzidos a partir de tecnologia original de desfibrilação e acidificação 

sanguínea através da hematoporfirina IX presente na circulação (DA SILVA, 2007).  

Porfirinas são macrociclos aromáticos, planares, rígidas e com simetria que 

favorece a formação de estruturas cristalinas com grandes cavidades, mas que 
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pode ser contornada com ligações de hidrogênio, dipolo-dipolo ou de van der Waals 

com outras moléculas (NOGUEIRA, 2011). Além disso, apresentam baixa 

solubilidade em solução fisiológica necessitando de estratégias que melhorem sua 

biocompatibilidade (GIANSANTE et al, 2014; ALMEIDA, 2014).  

Como desvantagens,  as Hp se acumulam nas células epiteliais 

necessitando de abstenção de exposição a luz por longos períodos, o que pode 

causar reação adversa de fotosensibilidade da pele, e baixa absorção no 

comprimento de onda de luz vermelha utilizados na terapia (600-850 nm) (DA 

SILVA, 2007; OSHIRO JUNIOR et al, 2019).  

Apesar disso, os FS de primeira geração não deixam de ser utilizados na 

TFD, sobretudo para o tratamento do câncer (ALMEIDA, 2014), pois possuem 

grande afinidade pelos tecidos tumorais e toxicidade relativamente baixa 

(NOGUEIRA, 2011).   

A segunda geração de fotossensibilizadores supera as desvantagens dos 

fotossensibilizadores anteriormente citados já que permitem o aumento da 

absorção em região vermelha do espectro eletromagnético, dosagem muito baixa 

de exposição a drogas e à luz durante a ação da TFD (SWAMY et al, 2020). 

Além disso, esses PS permitem que a luz penetre mais profundamente no 

tecido alvo, possuem alta pureza e baixa toxicidade. Entretanto, por serem 

compostos lipofílicos, apresentam dificuldade de solubilidade em meio fisiológico 

como resultado de suas interações π-π. Nesse sentido, a incorporação de 

ftalocianina em CLN trona-se uma estratégia para contornar essa desvantagem 

(OSHIRO JUNIOR et al, 2019; BAYAT et al, 2020).  

Os FS de terceira geração são associações terapêuticas aos fármacos 

fotossensibilizadores, como imunoterapia ou radiofototerapia (LONGO et al, 2011). 

Eles podem ser acoplados a biomoléculas e permitir captação seletiva em tecidos, 

além de poder se associarem à anticorpos monoclonais específicos ou serem 

encapsulados em lipossomas. Essas propriedades os tornam viáveis tanto pata 

utilização com fins diagnósticos como para a terapêutica (DE ALBUQUERQUE, 

2008). 
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3.6.1 Ftalocianina 

 

As ftalocianinas (Fc) são um grupo de compostos macrocíclicos sintéticos de 

cor verde/azul, com estrutura semelhante as porfirinas e com diversas propriedades 

que as permitem serem utilizadas e aplicadas em vários setores. Além de serem 

utilizadas como FS na TFD, Fc possuem aplicações como sensores químicos, 

cristais líquidos, catalisadores e ópticas não lineares (KÖKSOYA et al, 2019).  

A sua alta versatilidade de síntese permite a obtenção de uma grande 

variedade de moléculas. Elas têm elevada estabilidade térmica, foto e 

semicondutividade elétrica, baixa solubilidade em diversos solventes orgânicos, 

além de uma estrutura eletrônica altamente conjugada, o que as conferem alta 

densidade eletrônica (DA COSTA JUNIOR, 2017).  

Além disso, sua estrutura é composta por quatro anéis pirrólicos, cada um 

ligado a um anel benzênico, onde átomos de nitrogênio unem toda a estrutura 

(Figura 3). Os átomos de hidrogênio ligados aos nitrogênios pirrólicos das Fc dão 

a ela a capacidade de interação com diversos semimetais e metais, formando as 

chamadas metaloftalocianinas. Essa propriedade as confere inúmeras 

propriedades fotofísicas e fotoquímicas, além de maior estabilidade (CALORI, 

2016). 

Figura 3 - Estrutura da ftalocianina 
base livre. 

 
Fonte: Calori, 2016. 

 

Pc possuem inúmeras vantagens em relação aos PS de primeira geração, 

dentre as quais alta absorção de luz nos comprimentos de onda entre 650-800 nm, 

faixa ideal para a terapêutica, baixa toxicidade in vitro além de serem eliminados 
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rapidamente do organismo quando administrada por via tópica, aproximadamente 

24 horas, e isso as confere uma boa segurança de uso (SANTOS et al, 2020; 

GOTO, 2016). 

Apesar das vantagens apresentadas pela Pc, o seu principal problema é 

baixa solubilidade em solventes orgânicos comuns, água e ambiente fisiológico, 

(KÖKSOYA et al, 2019) o que inviabiliza a sua administração direta. Entretanto, 

como lipossomas, micelas, nanopartículas poliméricas, partículas lipídicas sólidas 

e outros sistemas de administração de medicamentos (DDS) podem ser 

administrados em ambientes fisiológicos (SANTOS et al, 2020). 

 

3.6.1.1 Ftalocianina de flúor-zinco 

 

As ftalocianinas metálicas possuem potencial para utilização na TFD pois 

têm intensa absorção na janela fotodinâmica, ou seja, na região vermelha (600-800 

nm), além de quantidades significativas de oxigênio singlete. A ZnF16Pc - 

hexadecafluoro ftalocianina de zinco - (C32F16N8Zn) é um FS potente e bastante 

hidrofóbico (ZHEN et al, 2013).  

Seu peso molecular é de 865.76 g/mol e possui um ponto de fusão > 300 °C. 

Essa Fc metálica é proveniente da ftalocianina de zinco não substituída (ZnPc), 

onde os átomos de hidrogênio foram todos substituído por flúor objetivando o 

aumento da hidrofobicidade e garantindo a sua incorporação total em domínios 

lipídicos (SIGMA-ALDRICH; GARCIA et al, 2011). 

Figura 4 - Estrutura da ftalocianina 

de flúor-ZINCO (C32F16N8ZN). 

 
Fonte: A autora (2020). 
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As propriedades fotofísicas das ftalocianinas são determinadas pela 

presença de íons metálicos já que, quando complexadas com zinco ou outro metal, 

estas apresentam grande fotoestabilidade e boa atividade fotoquímica e 

fotodinâmica, devido ao alto rendimento quântico de estado singlete excitado e 

estado triple com longo tempo de vida (GOTO, 2016). 
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4 MATERIAIS E MÉTODO 

 

4.1 Materiais  

 

4.1.1 Matérias Primas 

 

• Água destilada; 

• Estearato de polioxietileno 40 (SIGMA-ALDRICH, SP, Brasil);  

• Óleo de rícino (Mapric, Ipiranga, SP, Brasil);  

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

• Pluronic® F127 (Lote: SLBS1853V - SIGMA-ALDRICH, SP, Brasil); 

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

phthalocyanine (SIGMA-ALDRICH, SP, Brasil). 

 

4.1.2 Equipamentos  

 

• Balança semi-analítica AW220 – Shimadzu (Quioto, Honshu, Japão);  

• Banho ultrassônico – Ultrasonic Cleaner Unique (Indaiatuba, SP, Brasil);  

• Centrífuga Spin Coater KW-4A – SPI Supplies (West Chester, 

Pensilvânia, EUA); 

• Destilador de água Pilsen SP5L – SPLABOR (Vila Formosa, Prudente, 

Brasil); 

• Espectrofotômetro UV-Vis UV-1900 – Shimadzu (Quioto, Honshu, 

Japão); 

• Microscopio eletrônico de transmissão JEM-100CX2 – JEOL (Peabody, 

Massachusetts, EUA); 

• Sonicador de Ponteira/ Desruptor de Célula Ultrassônico DES500 500 W 

Unique (Indaiatuba, SP, Brasil); 

• Zetasizer Nano NS – Malvern Instruments (Malvern, Worcestershire, 

Inglaterra). 
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4.2 Método 

 

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. 

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

composta de 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® PF-127 na concentração de 3,5% e água destilada. 

Os componentes da fase aquosa e da fase lipídica foram pesados em 

béqueres separados, de modo que a fase aquosa foi aquecida a 60 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. Durante todo o processo de sonicação, as formulações foram resfriadas 

em banho de gelo para que ocorra a cristalização lipídica e a formação dos CLN. 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. 

Os CLN foram preparados no Laboratório de Desenvolvimento e 

Caracterização de Produtos Farmacêuticos (LDCPF) na Universidade Estadual da 

Paraíba (UEPB - Campina Grande, Paraíba, Brasil). 

 

4.2.1.1 Incorporação do FS no CLN 

 

O fotossensibilizador (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 SIGMA-ALDRICH. 



32 
 

Na preparação de CLN acrescidos de ftalocianina, a técnica de preparação 

foi a mesma, sendo que a ftalocianina foi dispersa na fase lipídica fundida na 

concentração de 1% em relação a massa lipídica. 

Essa etapa foi realizada no Laboratório de Desenvolvimento e 

Caracterização de Produtos Farmacêuticos (LDCPF) na Universidade Estadual da 

Paraíba (UEPB - Campina Grande, Paraíba, Brasil). 

 

4.2.2 Caracterização físico-química dos CLN com e sem FS 

 

4.2.2.1 Determinação do tamanho médio 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 (Malvern Instruments). Ambas as medidas foram 

realizadas com temperatura constante de 25 ºC. 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 foram analisadas nos tempos de 

24 horas, 15,30, 45, 60 e 90 dias. O estudo foi realizado no Departamento de 

Farmacotécnica da Universidade Estadual Paulista (UNESP, Araraquara, São 

Paulo, Brasil). 

 

4.2.2.2 Microscopia eletrônica de transmissão (MET) 

 

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

eletrônica de transmissão. O tamanho e morfologia dos CLN foram caracterizados 

através de microscopia eletrônica de transmissão JEM-100CX2 (JEOL). 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 
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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 Eficiência de encapsulação (EE%) 

 

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

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 FS precipitada da encapsulada. A quantidade do FS 

encapsulada no CLN foi baseada no seu espectro de absorção (λ= 677 nm). Assim, 

a EE foi estimada de acordo com a Equação 1. 

 

Equação 1 – Cálculo para a eficiência de encapsulação (%). 

EE (%) = M1/ MT x 100 

 

Onde EE é a eficiência de encapsulação do FS em %, M1 é a absorbância 

do FS encapsulado no CLN e MT é a absorbância teórica de FS usada no CLN 

(FADEL et al, 2010). 

A EE foi realizada no Laboratório de Desenvolvimento e Caracterização de 

Produtos Farmacêuticos (LDCPF) na Universidade Estadual da Paraíba (UEPB - 

Campina Grande, Paraíba, Brasil). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

5.1 Preparação dos carreadores lipídicos nanoestruturados (CLN) 

 

A preparação dos sistemas nanoestruturados ocorreu como descrito no item 

4.2.1, de acordo com os métodos utilizados por Sato et al (2017), no entanto, com 

algumas modificações. A estrutura lipídica foi constituída por TGACC, EP, OR, 

contudo o Pluronic® PF-127 foi selecionado como tensoativo devido ao seu efeito 

de estabilização estérica, evitando a agregação de partículas. O trabalho foi 

realizado utilizando o método de fusão seguida de emulsificação por sonicação, a 

partir dos parâmetros estudados de acordo com velocidade e tempo. Ele foi 

utilizado principalmente por reduzir o tamanho das partículas para escala 

nanométrica,  além de ser uma técnica segura, bem estabelecida e que pode ser 

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

De modo a promover a incorporação do FS, este foi adicionado na fase 

lipídica durante a etapa da preparação de produção para CLN. Esse método é 

capaz de incorporar fármaco hidrofóbico, como no caso da Fc, permitindo que o 

mesmo fique retido e disperso dentro da fase lipídica (OSHIRO JUNIOR et al, 

2020).  

Os CLN sem o FS se apresentaram como um sistema homogêneo, opaco e 

sem processos de instabilidade como floculação, cremação ou coalescência 

(Figura 5a). A Fc, por ser um pó sólido com coloração azul escura, quando 

incorporada nos CLN, revelou uma alteração em relação ao aspecto visual, se 

apresentando opalescente e levemente azulado (Figura 5b).  

 

Figura 5 – Características macroscópicas 
dos CLN (a) e CLN-FS (b).  

     
Fonte: Dados da pesquisa 
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5.2 Caracterização físico-química das formulações  

 

5.2.1 Determinação do diâmetro hidrodinâmico médio (DMN) das partículas, 

índice de polidispersão (IPD) e Potencial Zeta (PZ) 

 

Algumas características como os tipos de lipídios e tensoativos utilizados na 

composição dos CLN, assim como suas concentrações, podem influenciar no 

tamanho das partículas, viscosidade e estabilidade do sistema (KUMAR; 

RANDHAWA, 2013). Conforme descrito por Danaei et al (2018), o uso de óleo de 

rícino hidrogenado etoxilado 40-OE na matriz lipídica e Pluronic® F-127 como 

tensoativo possibilitam a incorporação de substâncias ativas lipofílicas,  prevenindo 

o aumento do tamanho das partículas e possíveis instabilidade durante o seu 

período de armazenamento. 

Os CLN desenvolvidos nesse estudo (com e sem o FS) foram avaliados 

durante um período de 90 dias por meio da Determinação do Diâmetro 

Hidrodinâmico (DMN), Índice de Polidispersão (IPD) e Potencial Zeta (PZ) a partir 

da técnica de espectroscopia de correlação de fótons (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 dados foram expressos com a análise estatística ANOVA, seguida do 

pós-teste de Tukey (p < 0,05), e com média ± desvio padrão (DP), estando 

descritos nas Tabelas 1 e 2. 
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Tabela 1 – Determinação do diâmetro hidrodinâmico, do índice de 
polidispersão e do potencial zeta dos carreadores lipídicos 
nanoestruturados (CLN). 

 

Símbolos iguais indicam valores sem diferença estatística significativa (p<0,05). 

 

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 1, pode ser observado 

que os CLN sem FS apresentam durante os dias 1 e 90, tamanho médio entre 

151,6 ± 1,00 nm a 164,6 ± 1,95 nm, confirmando que as partículas se mantiveram 

na faixa nanométrica. Nota-se pequena diferença no tamanho das partículas entre 

os dias 45 (151,6 ± 1,00 nm) e 90 (154,4 ± 1,07 nm) (ANOVA, one way, p < 0,05). 

No entanto, as suspensões coloidais que sofrem pouca ou nenhuma variação no 

tamanho de suas partículas durante o processo de estocagem são classificadas 

como sistemas estáveis (KOVALCHUK et al, 2009; VAGHASIYA et al, 2013). 

Em estudos utilizando sistemas compostos por TGACC, Poloxamer 407, 

Jansook et al (2019) obtiveram resultados de partículas de NLS com tamanho 

médio de 127,6  3,7 nm e 203,4  6,4 nm para CLN. Da mesma forma, Sato et al 

(2017), desenvolveram CLN a partir de TGACC, OR hidrogenado e Poloxamer 407, 

obtendo valores de diâmetro médio que variaram de 111,7  21,86 nm a 122,00  

8,70 nm, durante 60 dias de estudo. Portanto, os resultados de diâmetro médio 

encontrados no presente trabalho mostram concordância com os obtidos na 

literatura para sistemas nanoestuturados. 

Com a incorporação do FS no CLN, leves alterações nos tamanhos de 

partículas foram observadas, no qual resultou no aumento do diâmetro médio de 

158,00 ± 1,49 nm a 188,50 ± 0,71 nm, durante os 90 dias de estudo (Tabela 2), 

entretanto essa diferença não se mostrou significativa. Meerovich et al (2019) e 

Rodrigues et al (2019), incorporaram ftalocianina em nanopartículas e obtiveram 

resultados semelhantes, sendo este aumento explicado pela ligação 

Dias Diâmetro médio (nm) IPD PZ (mV) 

1 162,6 (± 1,82)a 0.23 (± 0,01)a -15,30  (± 0,18)a,b 

7 159,3 (± 1,81)b 0.21 (± 0,01)b -15,80 (± 0,43)b 

15 164,2 (± 1,61)c 0,19 (± 0,01)c,b -17,79 (± 0,29)c 

21 164,6 (± 1,95)c 0,20 (± 0,01)c,b -25,10 (±0 ,52)d 

28 163,3 (± 1,90)c 0,18 (± 0,02)d,c -15,60 (± 0,41)b 

45 151,6 (± 1,00)d 0,17 (± 0,01)e,d -13,50 (± 0,48)e,g 

60 160,1 (± 1,37)e 0,16 (± 0,2)f,e,d,g -17,60 (± 0,15)f,c 

90 154,4 (± 1,07)f,d 0,15 (± 0,02)g,e,f -12,20  (± 0,70)g 
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intermoleculares das moléculas do ativo na matriz lipídica (ALMEIDA et al, 2012; 

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

 

Tabela 2 – Determinação do diametro hidrodinâmico, do índice de 
plidispersão e do potencial zeta dos carreadores lipídicos 
nanoestruturados com fotossensibilizador (CLN-FS). 

 

Símbolos iguais indicam valores sem diferença estatística significativa (p<0,05). 

 

A comparação estatística pelo teste de Tukey para os valores de diâmetro 

médio identificou que os CLN com e sem incorporação do FS apresentaram 

diferença de tamanho (p < 0,05), porém sem alterações significativas nos dias 21 

(164,6 ± 1,95 nm e 164,70 ± 0,58 nm). É importante destacar que o tamanho médio 

maior das nanopartículas contendo o ativo em relação as que não continham a Fc 

propõe que as moléculas do ativo estão inseridas na matriz lipídica (ALMEIDA et 

al, 2012; GOTO et al, 2017; KUMAR; RANDHAWA, 2013; PATRA et al, 2018). 

 

Figura 6 – Média e desvio padrão (DP) do diâmetro médio (DM), índice de 
polidispersão (IPD) e potencial zeta (PZ) dos carreadores lipídicos 
nanoestruturados (CLN) livres e carregados com FS (CLN-FS) - período de 90 
dias. 

 
Fonte: Dados da pesquisa 

Dias Diâmetro médio (nm) IPD PZ (mV) 

1 158,00 (± 1,49)a 0,21 (± 0,02)a -17,70 (± 0,54)a,c 

7 163,60 (± 1,51)b 0,20 (± 0,02)a -19,90 (± 0,57)b 

15 167,80 (± 1,86)c 0,20 (± 0,01)a -18,63 (± 0,35)c 

21 164,70 (± 0,58)d,b 0,18 (± 0,01)b,a -18,20 (± 0,66)c 

28 165,00 (± 1,49)d,b 0,19 (± 0,01)b,a -17,80 (± 0,78)a 

45 188,50 (± 0,71)e 0,22 (± 0,02)c,a -24,20 (± 0,54)d 

60 174,00 (± 1,65)f 0,15 (± 0,01)d,b -14,60 (± 0,32)e 

90 161,80 (± 0,70)g,b 0,13 (± 0,02)e,d -19,90 (± 0,50)f,b 
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Além do diâmetro médio das partículas, também foi obtido o IPD, 

considerado um importante parâmetro para avaliar a homogeneidade de uma 

amostra e que se baseia na distribuição do tamanho das nanopartículas (CHU; LIU, 

2000). A obtenção do IPD das formulações de CLN pode ser influenciado por 

parâmetros como composição de matriz lipídica, proporção de fase aquosa e 

oleosa e pelo método utilizado na preparação (DAS et al, 2011; GOTO et al, 2017). 

São considerados valores ótimos de IPD aqueles que encontram-se abaixo de 0,35,  

indicando partículas mais homogêneas (DAS NEVES; SARMENTO, 2015; 

MÜLLER et al, 2002a). 

Os CLN e os CLN-FS apresentaram valores médios de IPD menores que 

0,23 ± 0,01, caracterizando homogeneidade do sistema. Contundo, as formulações 

de CLN-FS apresentaram variações ao longo dos 90 dias (PDI= 0,21 ± 0,02 a 0,13 

± 0,02) com diferenças estatísticas significativas (ANOVA, com pós-teste de Turkey 

p < 0,05 (TABELA 1 e 2). Desse modo, pode-se afirmar que, mesmo apresentando 

variações, os valores de IPD permaneceram inferiores a 0,3, configurando um 

sistema homogêneo, estável e sem alterações que prejudiquem sua estabilidade 

física (BHATTACHARJEE, 2016; DAS et al, 2012). 

O potencial zeta (PZ) avaliado indicou a média geral das cargas que são 

adquiridas pelas partículas a partir de um determinado meio. Esse parâmetro pode 

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 et al, 2016; KOTAL; BHOWMICK, 2015). 

Ainda observando as Tabelas 1 e 2, o PZ das formulações de CLN e CLN-

FS demonstraram valores médios entre -25,10 ± 0,52 e -12,20 ± 0,70 e entre -24,20 

± 0,54 e -14,60 ± 0,32, respectivamente, ao longo de 90 dias. Os resultados do PZ 

obtidos nesse trabalho mostraram concordância com os estudos desenvolvidos por 

Garg e Singh (2011) e por 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 ± 10–20 mV e ± 20–30 mV são relativamente estável e 

moderadamente estáveis, respectivamente (BHATTACHARJEE, 2016; MITRI et al, 

2011). Esse fato atribui para que as partículas nos valores próximos de -20 mV 

permaneçam com estabilização eletrostática (SOUTO; MÜLLER, 2005). A 
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presença do Pluronic® F127 (tensoativo não-iônico) nas formulações permite que 

ocorra um impedimento estérico, o que garante estabilidade nos sistemas 

nanoestruturados a longo prazo e impede a agregação das partículas. Já os valores 

negativos obtidos neste trabalho podem ser explicandos pelas carga negativas dos 

grupamentos hidroxilas presente no tensoativo (GARG; SINGH, 2011; SAWANT; 

KHAN, 2017; VAGHASIYA et al, 2013).  

Diante disso, a veiculação de ativos em sistemas nanoestruturados 

destinados a via tópica tem se tornado cada vez mais frequente para administração 

de agentes antifúngicos (CARBONE et al, 2020; DIOGO et al, 2017). Além disso, 

nanopartículas que aderem a mucosa bucal e que permanecem no local por um 

período prolongado são considerados ótimos candidatos para tratamento de 

biofilmes de C. albicans, visto que a mucosa apresenta algumas desvantagens 

como a renovação da saliva, degradação enzimática e a falta de permeação do 

epitélio (GARCÊS et al, 2018; GUPTA; VYAS, 2012; MITRI et al, 2011; ZHOU et al, 

2017).  

De acordo com Rençber et al (2016) a aplicação do CLN apresenta uma alta 

capacidade de adesão na mucosa oral, devido à sua possibilidade de interagir com 

a superfície da cavidade bucal, além de aumentar o tempo de retenção e assim, 

possibilita o acesso direto do fármaco ao local de ação. 

Algumas funções das nanopartículas estão diretamente relacionadas com 

seu tamanho. Ling et al (2018) desenvolveram e caracterizaram carreadores 

lipídicos nanoestruturados com objetivo de obter um mucoadesivo com 

propriedades antifúngicas. Neste caso, o tamanho de partícula das formulações de 

CNL estavam abaixo 200 nm, PDI de 0,21 e PZ= -31,7 mV, demonstrando que o 

tamanho das partículas foram estáveis para a realização do presente estudo. Em 

pesquisa realizada por Moazeni et al (2016), revelou que a administração in vitro 

de nanopartículas lipídica carregados com fluconazol resultou em um diâmetro 

médio de 122,60 nm, PDI de 0,291 e PZ de 25 mV, para tratamento de espécies de 

Candida.  

O encapsulamento de fármaco no núcleo lipídico do CLN permite a 

solubilização de fármacos pouco solúveis em água, como o caso da Fc (TRIGO-

GUTIERREZ et al, 2018). Estudos realizados por  Hsieh et al (2019) demostraram 

propriedades do tamanho das partículas no qual foi inferior a 325,2 nm, IPD de 0,43 
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e PZ de 26,4 ± 3,2 mV, fornecendo evidências de estabilidade in vitro de C. 

tropicalis com a aplicação de TFD. Essas características puderam ser corroboradas 

nos ensaios de estabilidade realizados no presente trabalho. 

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

estabilidade física quando avaliadas ao longo dos 90 dias, independentemente se 

as CLN envolviam ou não o FS (Fc), visto que não houve aumento ou diminuição 

excessiva no tamanho das nanopartículas. Os valores de PZ demonstraram 

estabilidade das formulações. Entretanto, para melhor avaliar a estabilidade é 

necessário observar outros fatores como a composição da formulação, as 

propriedades físico-químicas e a composição química. Apesar disso, parâmetros 

como tamanho, polidispersão e PZ fornecem bons indícios a respeito do estado 

físico-químico da formulação (ALVAREZ-LORENZO et al, 2017; MARÍN et al, 

2017). 

 

5.2.2 Microscopia eletrônica de transmissão (MET) 

 

A microscopia eletrônica de transmissão (MET) é uma técnica que vem 

sendo empregada para caracterizar o tamanho e morfologia das nanopartículas.   

As fotomicrografias obtidas por MET das amostras de CLN e CLN-FS são 

mostradas na Figura 7 (a) e (b). Os sistemas nanoestruturados apresentaram 

estruturas predominantemente esféricas, com bordas bem delimitadas. Morfologias 

semelhantes as desse estudo foram observadas na produção de CLN de outros 

pesquisadores (EL-SHERIDY et al, 2019; JAIN et al, 2010). O tamanho das 

partículas variou entre 30 a 300 nm. Além disso, a adição do Pluronic® F127 para 

prevenir a aglomeração das nanopartículas, aumentou a estabilidade, corroboram 

com os dados obtidos do DLS. 

Houve aumento do tamanho das CLN com a incorporação do FS na 

formulação quando comparando as que não tinham FS. Também foi possível 

observar um contraste escuro do CLN com a incorporação do ativo. Isso ocorre 

pela presença dos metais presentes no FS e devido a sua hidrofóbicidade que gera 

cristais imperfeito da matriz lipídica (Figura 7b).  

Os resultados encontrados, mostraram-se semelhantes aos do trabalho 

realizado por Mo et al, (2018), no qual  analisaram e verificaram que a morfologia 
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das partículas dos CLN se apresentaram de forma esférica e regular, com 

dimensões nanométricas próximas de 150 nm. Em outro estudo,  Almeida et al, 

(2018), demonstraram que as imagens das partículas de CLN com o FS, obtidas 

por MET, foram relativamente esféricas, de tamanho nanométrico e sem sinais 

evidentes de agregação. Comparando esses resultados com os obtidos nesse 

trabalho, é possível confirmar que os dados estão de acordo com os sistemas 

nanoestruturados preparados. 

 

Figura 7 – Fotomicroscopia dos sistemas nanoestruturados, (a) 
CLN e (b) CLN-FS, aumento 50.000x e 370.000x, respectivamente. 
a seta indica um contraste escuro do CLN provavelmente referente 
ao FS nanoencapsulado. 

 
Fonte: Dados da pesquisa (2020). 

 

5.2.3 Eficiência de Encapsulação (EE%) 

 

A eficiência de encapsulação (EE%) é uma medida usada para 

caracterização de nanopartículas e está relacionada com a capacidade que o 

sistema possui em reter ou não o composto ativo encapsulado. Esse parâmetro é 

dependente da composição das nanopartículas e pode ser influenciada por 

variações na viscosidade da fase continua e a solubilidade do composto ativo na 

fase lipídica (DAS et al, 2011; MITRI et al, 2011; MÜLLER et al, 2007). 

 Através da EE% foi possível verificar a porcentagem do FS que ficou 

inserido no CLN. O valor obtido foi de 75,57% ± 0,58 (Tabela 3) é considerado alto 

(ALMEIDA et al, 2018; OSHIRO JUNIOR et al, 2020) e reflete que grande parte do 

FS está incorporado nas nanopartículas, o que evita agregações. 
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Tabela 3 – Resultado da eficiência de encapsulação (EE%) 
do CLN. 

Formulação EE% 

CLN-FS 75,57% ± 0,58 
Valor expresso em média e desvio padrão (n=3). 

 

Esse resultado pode ser explicado devido as próprias vantagens 

encontradas em CLN. Devido a presença de cristais imperfeitos, ocasionados pelo 

existência do lipídio líquido, espaço para acomodar moléculas de fármaco são 

formados gerando uma melhor capacidade  de eficiência de encapsulamento e 

consequentemente redução no tempo de expulsão do ativo (SHARMA; BALDI, 

2018). O resultada da EE% foi corroborado com os dados obtidos por Almeida et al 

(2018), onde a eficiência de encapsulação máxima para CLN-FS foi de 85%. 

Comparando esse valor com outros sistema nanoestruturados desenvolvidos com 

FS, observou-se que a eficiência de encapsulação do CLN foi maior do que quando 

encapsulado em lipossomas, este com EE% máxima de 45% (FADEEL et al, 2018). 

Um dos pré-requisito para obtenção de uma alta capacidade encapsulação 

é alta solubilidade do ativo no lipídio fundido (MÜLLER et al, 2002b). Além disso, 

estudos  de revisão realizados por Bunjes (2011), mostraram que a capacidade de 

incorporação também depende das propriedades físico-químicas do fármaco, bem 

como da composição da matriz lipídica do estado cristalino.  
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

1. Foi possível produzir carreadores lipídicos nanoestruturados de tamanho 

nanométrico, morfologia esférica e bordas delimitadas; 

2. A caracterização físico-química revelou valores de potencial zeta negativos 

característico dos grupamentos predominantes nos excipientes utilizados no 

desenvolvimento do CLN; 

3. Os resultados de IPD indicam que o sistema possui baixa polidispersão; 

4. A EE do CLN-FS indicou alta porcentagem de encapsulação de um ativo 

lipossolúvel. 

 

Perspectivas futuras:  

• Realizar estudos para avaliação da atividade e determinação do potencial in 

vitro contra a culturas planctônicas e biofilmes de C. albicans. 
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