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RESUMO 

Entre as diversas abordagens terapêuticas contra o câncer, a terapia 

fotodinâmica (TFD) destaca-se por ser uma técnica menos invasiva, mais 

seletiva e específica. A combinação de fotossensibilizantes (FS) com 

nanomateriais tem melhorado a eficiência da TFD. Assim, o presente trabalho 

teve como objetivo utilizar reagentes de proveniência natural, especificamente 

manteiga de murumuru (Astrocaryum murumuru), na composição de 

nanossistemas para serem associados a FS já utilizados em terapia 

fotodinâmica anticâncer, no caso, cloreto de alumínio-ftalocianina (AlFtCl). Os 

resultados obtidos revelaram nanopartículas eficientes para o carreamento de 

AlFtCl, alta estabilidade inicial quando estocadas a temperatura ambiente ou a 

4 °C, diâmetro hidrodinâmico (DH) menor que 100 nm e índice de polidispersão 

(IPD) < 0.2. A nanopartícula lipídica sólida de manteiga de murumuru associada 

a AlFtCl na concentração de 20 µM (NLSM-AlFtCl-20) apresentou excelente 

atividade fotodinâmica e ausência de toxicidade quando não irradiada. Além 

disso, as células de melanoma murino B16F10, quando tratadas com NLSM-

AlFtCl-20 apresentaram características morfológicas semelhantes às 

apresentadas pelas células tratadas com mitoxantrona (MTX), um 

quimioterápico com potencial indutor de apoptose. O nanossistema proposto 

além de fornecer informações importantes para o desenvolvimento de protocolos 

clínicos mais eficientes de terapia anticâncer, promove o fortalecimento das 

cadeias de valor da biodiversidade amazônica, uma das maiores potencialidades 

bioeconômicas do país. 

Palavras-chaves: nanotecnologia, terapia fotodinâmica, bioeconomia, 

melanoma, in vitro. 



ABSTRACT 

Among the various therapeutic approaches against cancer, photodynamic 

therapy (PDT) stands out for being a less invasive, more selective and specific 

technique. The combination of photosensitizers (FS) with nanomaterials has 

improved the efficiency of PDT. Thus, the present work aimed to use reagents of 

natural origin, specifically murumuru butter (Astrocaryum murumuru), in the 

composition of nanosystems to be associated with FS already used in anti-cancer 

photodynamic therapy, in this case, aluminum chloride-phthalocyanine (AlFtCl) . 

The results obtained revealed efficient nanoparticles for carrying AlFtCl, high 

initial stability when stored at room temperature or at 4 ° C, hydrodynamic 

diameter (DH) less than 100 nm and polydispersion index (IPD) <0.2. The solid 

lipid nanoparticle of murumuru butter associated with AlFtCl at a concentration of 

20 µM (NLSM-AlFtCl-20) showed excellent photodynamic activity and absence 

of toxicity when not irradiated. In addition, murine melanoma cells B16F10, when 

treated with NLSM-AlFtCl-20, presented morphological characteristics similar to 

those presented by cells treated with mitoxantrone (MTX), a chemotherapy with 

potential for apoptosis inducing. The proposed nanosystem, in addition to 

providing important information for the development of more efficient clinical 

protocols for anticancer therapy, promotes the strengthening of the value chains 

of Amazonian biodiversity, one of the greatest bioeconomic potentials in the 

country. 

Keywords: nanotechnology, photodynamic therapy, bioeconomics, melanoma, 

in vitro. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Tratamentos Anticâncer 

Atualmente, a combinação de remoção cirúrgica com quimioterapia ou 

radioterapia é a estratégia comumente indicada para o tratamento da maioria 

dos cânceres. No entanto, a taxa de morbidade associada a essas terapias é 

bastante significativa, principalmente devido à sua baixa seletividade para o 

tecido tumoral. A maioria dos medicamentos anticâncer utilizados nas 

quimioterapias convencionais possui ação inespecífica, com janela terapêutica 

muito estreita, comprometendo a qualidade de vida do paciente (ETHIRAJAN et 

al., 2011). Além disso, normalmente o tempo de meia vida destes fármacos é 

bastante curto, o que exige a administração dos fármacos por períodos mais 

longos. Assim, algumas estratégias são usadas para superar esses 

inconvenientes, entre elas, a nanomedicina, que utiliza sistemas carreadores na 

escala nanométrica para entrega dos fármacos; e a terapia fotodinâmica, que 

combina fármacos fotossensíveis e ativação com luz para gerar os efeitos tóxicos 

da terapia (DOLMANS; FUKUMURA; JAIN, 2003; HARE et al., 2017). 

 

1.2. Nanotecnologia e Terapia Fotodinâmica 

De acordo com a International Organization for Standardization (ISO), 

em sua especificação técnica ISO/TS 80004-1:2015, nanotecnologia é a 

aplicação de conhecimento científico para manipular e controlar (inclusive 

sintetizar) a matéria predominantemente em nanoescala (tamanho inferior a 

1000 nm) para fazer uso de propriedades e fenômenos específicos e 

relacionados ao seu tamanho e estrutura, distintos daqueles associados a 

átomos ou moléculas individuais ou a tamanhos maiores do mesmo material.  



Assim, nanomedicina pode ser entendida como o uso de materiais em 

nanoescala ou nanoestruturados na medicina que, de acordo com sua estrutura, 

têm efeitos médicos únicos, por exemplo, a capacidade de atravessar barreiras 

biológicas ou o direcionamento passivo dos tecidos (WAGNER et al., 2006). 

Entre as potenciais vantagens da nanomedicina também podemos citar 

a capacidade de aumentar o tempo de meia vida de fármacos carreados por 

nanopartículas, o que pode reduzir a dose necessária. Além disso, as formas 

farmacêuticas produzidas por nanotecnologia também auxiliam na dispersão dos 

fármacos veiculados, o que auxilia no procedimento de administração dos 

mesmos.  

Com relação à terapia fotodinâmica (TFD), podemos defini-la como uma 

terapia que envolve a administração de um agente fotossensibilizante no tumor, 

seguido pela ativação do agente pela luz de um comprimento de onda específico. 

Esta terapia resulta em uma sequência de processos fotoquímicos e 

fotobiológicos que promovem a geração de uma cascata de espécies reativas de 

oxigênio (EROs), que por sua vez vão gerar danos irreversíveis aos tecidos 

tumorais (DOUGHERTY et al., 1998). 

A TFD envolve 3 componentes essenciais: fotossensibilizante (FS), luz 

e oxigênio. Sua ação decorre da excitação do FS pela luz, no comprimento de 

onda apropriado, ou seja, cada FS é ativado por um tipo de luz diferente, o que 

garante certa especificidade ao tratamento. O FS excitado então interage com o 

oxigênio molecular e essa reação termina na formação de EROs, que têm efeitos 

citotóxicos diretos e indiretos sobre as células tumorais. Nos efeitos diretos, as 

EROs causam indução da morte celular neoplásica por estresse oxidativo, ou 

seja, eliminação das células tumorais pelo excesso de radicais livres. Com 



relação aos efeitos indiretos, as EROs geradas podem lesionar as células 

endoteliais que revestem os vasos sanguíneos, promovendo a formação de 

microtrombos e consequente obliteração da microvasculatura tumoral e 

consequente infarto tecidual local. Além disso, durante a morte celular, diferentes 

células de defesa são recrutadas no local e uma resposta imunológica contra 

estas células em estresse pode ser desenvolvida (AGOSTINIS et al., 2011).  

A TFD tem sido uma opção atraente no tratamento de alguns tumores 

sólidos e outras doenças devido à sua abordagem terapêutica superior e menos 

invasiva, colaborando para uma toxicidade sistêmica mínima (HOPPER, 2000). 

Para tumores superficiais a TFD pode ser realizada em ambiente ambulatorial, 

o que reduz o tempo e custo de aplicação da terapia. Ademais, a principal 

vantagem da TFD sobre as terapias anticâncer convencionais é a capacidade de 

limitar efeitos tóxicos para os tecidos biológicos expostos ao FS e à luz, 

protegendo assim os tecidos normais (ZHANG et al., 2018). Nosso grupo de 

pesquisa tem experiência no desenvolvimento de nanocarreadores de fármacos 

fotossensibilizantes para o tratamento de diferentes tipos de tumores. Como 

background, já foram desenvolvidos ensaios pré-clínicos in vitro e in vivo 

utilizando esta modalidade terapêutica com bastante sucesso no tratamento 

destes modelos de estudo. Ademais, já foram realizados estudos clínicos 

envolvendo pacientes veterinários e humanos para o tratamento de tumores 

superficiais utilizando uma nanoemulsão lipídica contendo o fotossensibilizante 

cloreto de alumínio ftalocianina.  

 

1.2.1. FOTOSSENSIBILIZANTES 

Um fotossensibilizante ideal para TFD deve possuir as seguintes 

características: (1) fácil obtenção, levando-se em consideração custo e 



viabilidade comercial, (2) forma química pura de composição conhecida, (3) 

solúvel e estável em meios fisiológicos ou formulações farmaceuticamente 

aceitáveis, (4) alto coeficiente de excitação na janela fototerapêutica (650-850 

nm – região do vermelho do espectro visível e infravermelho) e baixa absorção 

em 400-600 nm, (5) rendimento quântico inerentemente alto para a formação de 

EROs, especialmente as espécies fortemente oxidativas como oxigênio singleto, 

(6) toxicidade mínima na ausência de luz, (7) alta seletividade, acumulando-se 

preferencialmente nos tumores e não em tecidos saudáveis e (8) liberação rápida 

do corpo após o tratamento (O’CONNOR; GALLAGHER; BYRNE, 2009; LI et al., 

2019). 

A primeira geração de fotossensibilizantes é composta principalmente 

de porfirinas e seus derivados. Apesar de apresentarem uma longa história 

clínica de uso, possuem baixa seletividade ao tecido neoplásico, fraca absorção 

de luz na janela fototerapêutica e baixa eliminação do organismo. A segunda 

geração de fotossensibilizantes, por sua vez, foi desenvolvida para suprir as 

deficiências dos FS de primeira geração: possuem menor período de 

fotossensibilização, forte banda de absorção na região entre 650-850 nm, maior 

eficiência na produção de oxigênio singleto, além de melhor seletividade tumoral 

(ALLISON et al., 2010). A principal desvantagem do FS de segunda geração é 

sua baixa solubilidade em água, fator que limita significativamente a 

administração intravenosa e força a busca de novos métodos carreamento 

(KWIATKOWSKI et al., 2018). 

Entre os FSs de segunda geração, destacam-se as ftalocianinas (Ft), 

principalmente porque apresentam algumas características ideais para a TFD 

anticâncer, como absorção de luz entre 660 e 770 nm, alto rendimento quântico 



para a geração de oxigênio singleto, acúmulo rápido e prolongado nas células 

cancerígenas, rápida eliminação do organismo e ótimas propriedades foto-

físicas e foto-químicas quando comparadas a outros fotossensibilizantes. Além 

disso, suas estruturas químicas são facilmente modificadas através de 

introdução de metais centrais e axiais, periféricos e não periféricos substituintes 

(Indio, Zinco, Gálio e Alumínio, por exemplo). Contudo, a mesma característica 

que possibilita tantas vantagens é o maior limitante da aplicação das Fts em 

sistemas biológicos: apesar de o alto grau de hidrofobia das Fts auxiliar na sua 

retenção nos órgãos-alvo, a sua baixa solubilidade em meio fisiológico torna sua 

administração direta inviável devido a aglomeração de suas moléculas. A 

agregação de moléculas implica, ainda, na considerável redução de sua 

atividade fotodinâmica por meio do efeito de extinção (quenching, em inglês)  

(DURMUS, 2007; IDOWU; NYOKONG, 2007; LONGO et al., 2009; 

MUEHLMANN et al., 2014; GOTO; SIQUEIRA-MOURA; TEDESCO, 2017; 

ZHANG et al., 2018; LI et al., 2019).  

A hidrofobicidade e a não seletividade dos FSs, a hipóxia grave inerente 

aos tecidos tumorais e a profundidade limitada da penetração da luz restringem 

as aplicações clínicas da TFD (LI; YAN, 2018). Desenvolveram-se, então, 

sistemas de administração de medicamentos, para uma TFD mais precisa 

(MUEHLMANN et al., 2014; VILLA NOVA et al., 2015; CALIXTO et al., 2016; 

MONGE-FUENTES et al., 2017; WANG et al., 2020). São os chamados 

fotossensibilizantes de terceira geração: FS de primeira e segunda geração 

conjugados a modificadores, como nanopartículas, por exemplo, que 

possibilitam uma entrega de fármacos mais eficaz, reduzindo, inclusive, a 

citotoxicidade contra células normais. 

 



1.2.2. NANOCARREADORES  

Conforme descrito anteriormente, a eficácia da TFD é dependente da 

produção de oxigênio singleto e do direcionamento seletivo, sem causar danos 

a tecidos saudáveis. Para atingir esse objetivo, os fotossensibilizantes foram 

modificados usando sistemas de nanocarreadores, como lipossomas, 

nanopartículas poliméricas, nanopartículas metálicas, nanopartículas 

lipídicas, etc.  

Esses nanocarreadores permitem a superação de falhas associadas à 

TFD convencional, oferecendo uma maior razão superfície/volume, maior 

disponibilidade de FS no local de destino, coeficiente de extinção melhorado, 

além de possibilitar ajustes nas propriedades do FS (QIDWAI et al., 2020). 

Ademais, o espaço nanoscópico criado por estes carreadores permite que 

fármacos insolúveis se mantenham dispersos, fator que é fundamental para o 

desenvolvimento de todo o processo fotoquímico.  

 

1.2.3. NANOPARTÍCULAS LIPÍDICAS SÓLIDAS 

Entre os vários tipos de nanopartículas que podem ser associadas a FS 

para uso em terapia fotodinâmica anticâncer, destacam-se as nanopartículas 

lipídicas sólidas (NLSs).  

As NLSs são partículas coloidais em escala nanométrica, constituídas 

por lipídios sólidos em temperatura ambiente, biocompatíveis e biodegradáveis, 

estabilizados por agentes tensoativos. 

Sabe-se que as nanopartículas à base de lipídios são menos tóxicas e  

mais biocompatíveis em comparação com as nanopartículas inorgânicas ou 

poliméricas pois todos os seus componentes são completamente biodegradados 

pela maquinaria metabólica celular (H MULLER; SHEGOKAR; M KECK, 2011; 



BAYÓN-CORDERO; ALKORTA; ARANA, 2019). Os NLSs possuem alta 

estabilidade, leve toxicidade, dispensam o uso de solventes orgânicos, admitem 

produção em escala industrial e permitem as mais diversas vias de 

administração (HU; TANG; CUI, 2004; BELOQUI et al., 2016; GHASEMIYEH; 

MOHAMMADI-SAMANI, 2018; FONSECA-SANTOS et al., 2019). Na Tabela 3 

são apresentadas as principais vantagens e desvantagens da aplicação de NLSs 

como carreadores de fármacos. 

 

Tabela 1 – Vantagens e desvantagens da aplicação de NLSs como carreadores de fármacos. 

Características Aspectos Exemplos Comentários/Perspectivas 

Vantagens Tecnológico Proteção de drogas contra 
produtos químicos e 
degradação enzimática  

Amplo espectro de possíveis 
rotas de administração 

  
Estabilidade física Aumento da estabilidade da 

droga na formulação 
  

Habilidade de incorporar 
drogas hidrofílicas e 
hidrofóbicas 

Versatilidade na aplicação 
como carreador de drogas de 
diferentes grupos 
farmacológicos   

Produção pode ser 
escalonada  

Possibilidade de produção 
industrial   

Fácil fabricação Possibilidade de fabricação em 
laboratório, baixo custo 

  
Dispensa solventes 
orgânicos 

Sem preocupações com 
toxicidade, química verde 

  
Habilidade de carregar 
dois agentes ativos (co-
delivery) 

Possibilidade de uma terapia 
mais eficiente (terapia 
combinada) 

  Alta eficiência de 
aprisionamento de drogas  

Minimização da dose de 
formulação   

Possibilidade de 
esterilização  

Adequada para adminstração 
parenteral   

Pequeno diâmetro e 
estreita distribuição  

Sistema atraente para entrega 
de drogas 

Vantagens Biológico Diferentes vias de 
administração 

Maior espectro de aplicação de 
drogas, possibilidade de melhor 
seleção de terapia    

Biodegradável Possibilidade de aplicação 
como matriz para liberação 
sustentada de fármaco 



Características Aspectos Exemplos Comentários/Perspectivas 

  Liberação de droga 
controlada 

Segurança para os pacientes, 
possibilidade de liberação 
prolongada do medicamento, 
pode ser fornecida uma 
concentração terapêutica do 
medicamento no plasma 

  Direcionamento específico 
ao alvo  

Diminuição da toxicidade 
sistêmica, terapia direcionada 

  
Biocompatibilidade  Evita reações alergênicas 

  
Aumento da 
biodisponibilidade do 
medicamento incorporado  

Minimização da dose 

  
Minimização de efeitos 
colaterais de drogas 
tóxicas  

Aumento da segurança do 
paciente 

  
Cruzamento eficiente de 
barreiras biológicas  

Possibilidade de várias vias de 
administração 

  
Redução da frequência de 
dosagem  

Adesão dos pacientes 

Desvantagens Tecnológico Expulsão de drogas após 
transição polimórfica 
durante o armazenamento  

Problemas de estabilidade 
durante o armazenamento e a 
administração, limitação para 
produção industrial    

Baixa capacidade de carga 
de drogas  

Necessárias altas doses da 
formulação   

Polidispersão Inapropriado para 
administração intravenosa 

  
Aglomeração  Problemas no armazenamento 

  
Armazenamento em 
condições refrigeradas 

Problemas no transporte, 
aumento no custo de 
armazenamento   

Alta temperatura de 
formulação  

Problema com drogas 
termolábeis 

Desvantagens Biológico Efeito burst inicial da droga 
incorporada  

Risco de overdose no paciente 

  
Tempo de circulação 
relativamente baixo 

Reconhecimento rápido pelo 
sistema reticuloendotelial antes 
de atingir o tecido alvo  

Nota. Fonte: (GESZKE-MORITZ; MORITZ, 2016) 

 

As manteigas obtidas a partir de sementes de plantas têm se destacado 

como produtos promissores para o desenvolvimento de nanopartículas lipídicas 

sólidas. Portanto, o mapeamento sistemático em torno do desenvolvimento 

tecnológico de nanoestruturas produzidas a partir de manteigas derivadas de 

plantas é potencialmente valioso para pesquisadores interessados em novas 



formulações alternativas para terapia farmacológica, com potenciais impactos 

industriais, econômicos, de saúde e sociais (COELHO et al., 2020). Algumas 

manteigas vegetais, como a manteiga de murumuru (Astrocaryum murumuru), 

são praticamente inexploradas na produção de nanopartículas lipídicas, contudo 

podem ser consideradas promissoras, devido a suas composições particulares 

(GOMES et al., 2019).  

Além disso, a identificação de propriedades farmacológicas destas fontes 

naturais de manteigas tem grande potencial de impacto na agregação de valor a 

estes produtos. Em termos de bioeconomia, cadeias produtivas longas podem 

ser geradas a partir da identificação destas potenciais propriedades.  

 

1.2.4. MÉTODOS DE PREPARAÇÃO DE NLSS 

Pode-se classificar os métodos de produção de NLSs em dois grandes 

grupos: processos de alta energia (ou de caráter top-down) e processos de baixa 

energia (de caráter bottom-up) (ANTON; BENOIT; SAULNIER, 2008).  

Processos de alta energia usam dispositivos mecânicos especialmente 

projetados (homogeneizadores) que geram altos níveis de energia, capazes de 

quebrar as partículas em tamanhos menores. Em contrapartida, abordagens de 

baixa energia induzem os sistemas à auto-agregação (self-assembling) por meio 

da manipulação adequada das propriedades físico-químicas do sistema. 

Especial atenção tem sido dada tais processos, pois constituem metodologias 

capazes de prevenir a degradação das moléculas encapsuladas, além de serem 

interessantes no que se refere a escalonamento, já que são relativamente 

simples e apresentam um baixo consumo energético (ANTON; BENOIT; 

SAULNIER, 2008).  



Nos métodos de baixa energia, o fator-chave é o cruzamento da curva 

de transição de emulsões lipídio em água (L / A) em emulsões água em 

lipídio (A / L), denominada inversão de fase transicional, que ocorre devido a 

mudanças na formulação (alterações de parâmetros físico-químicos no 

tensoativo, na fase aquosa ou na fase lipídica), as quais podem alterar a 

afinidade hidrofílica ou lipofílica do tensoativo (MORAIS; ROCHA-FILHO; 

BURGESS, 2009).  

O tipo de inversão de fase transicional mais comum é a inversão de fase 

por temperatura (PIT – do inglês – phase inversion temperature). Esse método 

se dá a partir da alteração espontânea da curvatura de tensoativos não iônicos, 

o que acontece com a mudança de temperatura do sistema (Figura 2). Sistemas 

L / A em baixas temperaturas, são forçadas a se transformar em sistemas A / L 

em temperaturas mais altas e vice-versa. Durante o resfriamento, o sistema 

cruza um ponto de tensão superficial mínima, promovendo a formação de 

gotículas de óleo finamente dispersas (MEI et al., 2011). Ou seja, no método de 

preparação PIT, o uso de um tensoativo não iônico leva a uma inversão de uma 

macroemulsão L / A para uma emulsão A / L durante o aumento de temperatura, 

para, finalmente formar uma nanoemulsão L / A durante o resfriamento 

(CORRIAS; LAI, 2011). 

O conceito de PIT refere-se à temperatura ou intervalo de temperaturas 

nas quais as propriedades hidrofílicas e lipofílicas de um tensoativo não-iônico 

estão em equilíbrio. Assim, o tensoativo pode modificar sua afinidade por água 

e lipídio em função da temperatura (SCHALBART; KAWAJI; FUMOTO, 2010).  



O método PIT tira proveito das tensões superficiais extremamente 

baixas no ponto de temperatura de equilíbrio hidrofílico-lipofílico para promover 

sistemas nos quais pode-se obter tamanhos de gotas muito pequenos. No 

entanto, as emulsões são muito instáveis: se a temperatura do sistema é 

rapidamente afastada da temperatura PIT por um rápido resfriamento ou 

aquecimento, podem ser produzidos sistemas cineticamente estável L / A ou 

A / L, respectivamente (Figura 3). Durante este processo de resfriamento rápido, 

moléculas do tensoativo migram rapidamente da fase lipídica para a fase 

aquosa, resultando na formação espontânea de pequenas gotas de lipídio 

devido ao aumento na área superficial e ao fluxo turbulento gerado (Figura 2-A).  

Figura 1 – Representação esquemática do método PIT. Em temperatura relativamente baixa (A), 
os grupos da cabeça do tensoativo são altamente hidratados, o que favorece a formação de 
sistemas L / A. Com o aumento da temperatura, atinge-se um ponto crítico denominado 
temperatura de equilíbrio hidrofílico-lipofílico (B). Neste ponto, a solubilidade do tensoativo nas 
fases lipídicas e aquosas é aproximadamente igual, as tensões superficiais são extremamente 
baixas e o sistema aparece translúcido. Em alta temperatura (C), a cabeça polar do tensoativo 
encontra-se altamente desidratada, o que favorece a formação de sistemas A / L (Adaptado de 
JINTAPATTANAKIT, 2018). 

 

(A) 

(B) 

(C) 

aquecimento 

resfriamento 

resfriamento 

rápido 



 

 

 Figura 2 – Representação esquemática da relação entre temperatura, taxa de 
coalescência e tensão superficial na formação de nanossistemas pelo método PIT (Adaptado de 
JINTAPATTANAKIT, 2018). 

 

1.2.4.1. Agentes Estabilizantes Utilizados na Síntese de NLSs 

Na síntese de NLSs, agentes estabilizantes, denominados tensoativos, 

são capazes de reduzir a energia entre a fase lipídica e a fase aquosa durante a 

preparação das partículas, graças à sua tendência de se acumularem na 

interface, formando uma camada em torno das partículas, que favorece a 

estabilidade física da dispersão durante o armazenamento (GORDILLO-

GALEANO; MORA-HUERTAS, 2018).  
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Os tensoativos como agentes estabilizadores/solubilizantes em 

formulações farmacêuticas melhoram a atividade biológica e também controlam 

o perfil de liberação do fármaco para diferentes fins terapêuticos. Alguns 

pesquisadores relataram que o agente estabilizador influencia a estrutura 

cristalina das partículas e determina, entre outros, seu comportamento 

eletrocinético (HELGASON et al., 2009). 

Os tensoativos não iônicos são amplamente utilizados para formar 

nanossistemas devido à sua baixa toxicidade, ausência de irritabilidade e 

capacidade de formar nanoemulsões facilmente por processos de alta e baixa 

energia (MCCLEMENTS; RAO, 2011). 

 

1.3. Bioeconomia, Química Verde e Sociobiodiversidade 

Com 6 milhões de km2, a Amazônia é a maior floresta tropical do mundo 

e abriga cerca de 16.000 espécies de árvores, o que a torna rica em recursos 

genéticos de frutas e plantas oleaginosas, cuja exploração comercial é 

potencialmente muito importante (TER STEEGE et al., 2013; PIMM et al., 2014; 

SKIRYCZ et al., 2016; SERRA et al., 2019). 

O uso desses recursos, com base no atual discurso global e influente da 

bioeconomia, que enfoca o papel da pesquisa e desenvolvimento relacionados 

às matérias-primas biológicas, bem como o estabelecimento de novas cadeias 

de valor, pode causar mudanças institucionais na sociedade que trabalha e 

depende desses insumos, sem negligenciar a preocupação ecológica com o 

desenvolvimento sustentável (PÜLZL; KLEINSCHMIT; ARTS, 2014; BUGGE; 

HANSEN; KLITKOU, 2016).  

A busca pela eficiência combinada à responsabilidade ambiental encontra 

outro importante conceito atual, a Química Verde, que oferece benefícios 



econômicos e ambientais ao processo, reduzindo as consequências 

indesejadas, utilizando reagentes comuns ou naturais na composição de um 

determinado produto (TUCKER, 2006). 

No Brasil, o Plano Nacional para a Promoção das Cadeias de Produtos 

da Sociobiodiversidade (2009) propõe linhas de ação, fontes de recursos e um 

sistema de gestão compartilhada e descentralizado, visando o fortalecimento 

das cadeias produtivas e a consolidação de mercados sustentáveis para os 

produtos e serviços da sociobiodiversidade (produtos finais, matérias primas ou 

benefícios gerados a partir de recursos da biodiversidade, voltados à formação 

de cadeias produtivas de interesse dos povos e comunidades tradicionais e de 

agricultores familiares, que promovam a manutenção e valorização de suas 

práticas e saberes, e assegurem os direitos decorrentes, gerando renda e 

promovendo a melhoria de sua qualidade de vida e do ambiente em que vivem). 

 

1.3.1. MANTEIGA DE MURUMURU 

As plantas oleaginosas são recursos de grande interesse com uma ampla 

gama de aplicações em potencial nos campos nutricional, agrícola, cosmético e 

farmacêutico, devido ao amplo espectro de atividades biológicas como atividade 

antimicrobiana, repelente, analgésica, anti-inflamatória e muitas outras (DE 

MATOS et al., 2019).  

Um exemplo de uma planta oleaginosa da Amazônia é o murumuru 

(Astrocaryum murumuru), espécie perene, ocorrente no Amapá e em todo o 

estuário do rio Amazonas especialmente em áreas úmidas e alagadas e 

próximas a rios e lagos. 

 



 

Figura 3 – Cocos de murumuru (Adaptado de SOS AMAZÔNIA, 2018). 

 

Sua palmeira mede entre 3 e 6 metros de altura e pode produzir até 300 

frutos (MAMBRIN; BARRERA ARELLANO, 1997). Um pé de murumuru produz 

cerca de 11kg de caroço seco e, através de extração hidráulica, o rendimento de 

óleo pode chegar até 35% do peso seco da amêndoa, equivalendo a cerca de 

3,8 litros por pé (MORAIS, 2009). 

Tabela 2 – Dados físico-químicos da manteiga de murumuru 

Característica Unidade Apresentação 

Aparência --- Manteiga sólida 

Cor --- Branco a amarelado 

Odor --- Característico 

Índice de iodo g I2/100g 10 – 15 

Índice de saponificação mgKOH/g 230 – 240 

Densidade 25ºC g/ml 0,9325 

Ponto de fusão Cº 30 – 35 

Nota. Fonte: (MORAIS, 2009; PESCE, 2009) 

Os óleos extraídos das amêndoas de murumuru tornam-se uma gordura 

semi-sólida (manteiga) em temperatura ambiente, que contém cerca de 40% de 



ácido láurico, conhecido por suas atividades antifúngicas, bactericidas, virucidas 

e até anticâncer (LIEBERMAN; ENIG; PREUSS, 2006; LAPPANO et al., 2017). 

Tabela 3 – Composição dos ácidos graxos do murumuru 

Ácidos graxos Unidade Apresentação 

Caprílico (C 6:0) % massa 2 a 4 

Cáprico (C 8:0) % massa 1 a 3 

Láurico (C 12:0) % massa 40 a 50 

Mirístico (C 14:0) % massa 28 a 33 

Palmítico (C 16:0) % massa 5 a 10 

Esteárico (C 18:0) % massa 2 a 5 

Oleico (C 18:1 – Omega 9) % massa 5 a 10 

Linoleico (C 18:2 – Omega 6) % massa 1 a 5 

Saturado % 90 

Insaturado % 10 

Nota. Fonte: (MORAIS, 2009; PESCE, 2009) 

 

2. JUSTIFICATIVA 

Assim, com base nos conceitos de bioeconomia e química verde e 

combinando os excelentes resultados obtidos pela nanomedicina e terapia 

fotodinâmica contra o câncer, este trabalho visa desenvolver uma nanopartícula 

lipídica sólida, utilizando em sua composição a manteiga de murumuru, 

combinada com o fotossensibilizador cloreto de alumínio-ftalocianina (AlFtCl).  

Espera-se poder contribuir no desenvolvimento de novas formulações 

para serem utilizadas como transportadores mais eficientes de fármacos, entre 

outras possibilidades, além de apresentar uma alternativa sustentável e menos 

tóxica aplicada à terapia fotodinâmica anticâncer. 

 

3. OBJETIVOS  

3.1. Objetivo Geral 

Desenvolver, dentro do contexto da nanotecnologia verde, formulações 

contendo cloreto de alumínio-ftalocianina encapsuladas em nanopartículas 



lipídicas sólidas com potencial para serem utilizadas como alternativas 

sustentáveis e menos tóxicas em terapias anticâncer atuais.  

 

3.2. Objetivos Específicos 

• Desenvolver nanopartículas lipídicas sólidas cuja matriz lipídica seja 

composta por manteigas naturais da Amazônia – especificamente, 

murumuru (A. murumuru) – doravante denominadas NLSM, com diâmetro 

hidrodinâmico menor que 100 nm, útil ao direcionamento passivo a 

tumores; 

• Associar, às nanopartículas criadas, o cloreto de alumínio-ftalocianina 

(NLSM-AlFtCl), de maneira a manter a sua atividade fotodinâmica em 

meio aquoso; 

• Avaliar as características coloidais (potencial zeta, diâmetro 

hidrodinâmico e índice de polidispersão) das NLSM-AlFtCl; 

• Avaliar as propriedades foto-físicas (espectros de fluorescência e 

absorbância) e físico-químicas (avaliação da produção de espécies 

reativas de oxigênio – EROs), das NLSM-AlFtCl; 

• Realizar experimentos biológicos in vitro a fim de analisar a segurança e 

a eficácia das NLSM-AlFtCl. Neste estudo, foram utilizadas células de 

melanoma murino B16F10.  

 

 

 

 

 

 

 

 



4. MATERIAIS E MÉTODOS  

4.1. Desenvolvimento das Nanopartículas Lipídicas Sólidas  

4.1.1. PREPARO DA NLS CONTENDO FOTOSSENSIBILIZANTE 

As NLSMs contendo cloreto de alumínio-ftalocianina (NLSM-AlFtCl) foram 

preparadas utilizando-se o AlFtCl como FS, Brij® O10 como tensoativo e 

manteiga de murumuru (Amazon Oil Industry, Brasil) como solubilizante do FS. 

Inicialmente, para formulação da NLSM sem o fármaco, foram colocados, 

em um béquer, sob agitação (300 RPM), 1g de manteiga de murumuru e 2 g de 

Brij® O10 (proporção 1:2) com temperatura de 50 °C por 10 minutos, até formar 

uma mistura homogênea. Em seguida, 40 mL de água destilada, previamente 

aquecida a 75 ºC, eram adicionados e mantidos sob agitação até que a 

temperatura do sistema (doravante, neste trabalho, denominada temperatura 

PIT) atingisse 75 ºC. De imediato, então, o sistema era transferido para um 

béquer resfriado e mantido sob agitação até atingir 25 ºC, valor considerado 

ótimo em diversos estudos (IZQUIERDO et al., 2004, 2005; GAO; 

MCCLEMENTS, 2016). 

Foram testadas diferentes quantidades de água destilada (20 mL, 30 mL, 

40 mL e 50 mL); diferentes temperaturas PIT (70 ºC, 75 ºC, 80 ºC, 85 ºC e 90 ºC); 

e diferentes proporções de matrizes lipídicas:tensoativos (1:2, 1:1, 2:1 e 

3:1 m/m). 

Em seguida, foram realizados testes de avaliação das propriedades 

coloidais das NLSMs obtidas e, após definição dos melhores parâmetros, deu-

se prosseguimento aos testes com o FS.  

 A princípio, as NLSM-AlFtCl foram preparadas baseadas no método 

descrito por Muehlmann et al. (2015) e Rodrigues et al. (2020):  em um béquer 

foram dispostos o tensoativo Brij O 10® (1 g) e a manteiga de murumuru (2 g), 



mantidos sob agitação (300 RPM) com temperatura de 50 °C por 10 minutos, a 

fim de formar uma mistura homogênea. Em seguida, foi adicionado AlFtCl 

(0,0023 g) solubilizado em 4 mL de etanol, sendo mantidos os parâmetros de 

agitação e temperatura por mais 30 minutos para evaporação do solvente. Então, 

10 mL de água destilada a 75°C foram adicionados ao sistema e temperatura do 

agitador foi elevada para 85 °C. Aguardou-se o sistema atingir a temperatura PIT 

de 80 °C e, imediatamente, foi feito o resfriamento rápido, ainda sob agitação, 

até que o sistema atingisse a temperatura de 25 °C. A concentração final dessa 

NLSM-AlFtCl foi de 40 μM.  A partir desse método, foram formuladas NLSM-

AlFtCl com diferentes concentrações finais de AlFtCl (20 µM, 40 µM, 60 µM e 80 

µM). 

Por fim, foram realizados novos testes de avaliação das propriedades 

coloidais, além da avaliação das propriedades foto-físicas e físico-químicas das 

NLSM-AlFtCl, com o intuito de determinar qual nanossistema reunia as 

características mais vantajosas. 

 

4.1.2. CARACTERIZAÇÃO E ESTABILIDADE DA NLS 

4.1.2.1. Propriedades Coloidais  

O diâmetro hidrodinâmico (DH), o potencial zeta (PZ) e o índice de 

polidispersão (IPD) das NLSs foram avaliados por dispersão de luz dinâmica e 

dispersão de luz eletroforética, respectivamente. As amostras foram diluídas a 

uma proporção de 1:10 (m/v) em água destilada e todos os parâmetros foram 

analisados com o auxílio do equipamento Zetasizer (ZS90, Malvern). 

O DH determina o tamanho das partículas. Partículas menores tendem a 

possuir maior versatilidade, no que se refere a vias de administração do fármaco, 

e maior eficácia, em se tratando de penetração nas células. 



Já o IPD fornece informações sobre a homogeneidade da distribuição dos 

tamanhos das nanopartículas, valores baixos de IPD (IPD ≤ 0,2) estão 

relacionados a sistemas monodispersos, mais estáveis, enquanto valores de 

IPD ≥ 0,4 indicam uma distribuição polidispersa e com menor estabilidade. 

  

4.1.2.2. Propriedades Foto-físicas  

Os espectros de fluorescência e absorbância na região visível do espectro 

eletromagnético foram traçados para NLSM e NLSM-AlFtCl, utilizando-se 200 μL 

de cada solução, dissolvidos em água destilada, em microplacas de 96 poços, 

transparentes (para absorbância) ou negros opacos (para fluorescência). A 

absorbância foi medida entre os comprimentos de onda de luz (λ) de 350 e 750 

nm, com resolução de 1 nm. A fluorescência foi mensurada sob excitação com λ 

de 400 nm e emissão entre λ de 350 e 750 nm, com resolução de 1 nm. Todas 

as medidas foram realizadas sob temperatura de 25 ºC em espectrofotômetro 

leitor de microplacas (SpectraMax M2®, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, 

USA). Os resultados foram expressos como unidades arbitrárias de 

fluorescência (U.A.). 

 

4.1.2.3. Propriedades Físico-Químicas (Avaliação da Produção de Espécies 

Reativas de Oxigênio)  

Para avaliação da produção de espécies reativas de oxigênio (EROs), foi 

utilizado o seguinte método (SPILLER et al., 1998; MUEHLMANN et al., 2015): 

100 μL de cada uma das NLSM foram colocados em poços de uma microplaca 

de 96 poços e imediatamente lida a absorção (410 nm) com auxílio de um 

espectrofotômetro com leitora de placas. Em seguida, adicionaram-se 10 μL da 

solução do reagente 1,3-difenil-isobenzofurano (DBF) às nanoformulações de 



cada poço e feita uma nova leitura (produção de EROs 0%). O DBF é um 

reagente químico sensível a presença de EROs que possui pico de absorção de 

luz em torno de 410nm. Por ser atacado pelas espécies reativas geradas no 

processo fotodinâmico, este reagente é degradado à medida que estas espécies 

são geradas. Em termos metodológicos, observamos a extinção do DBF pela 

redução do pico de absorbância típico em 410 nm.  

As NLSM-AlFtCl com DBF foram então irradiadas com densidades de 

energia luminosa variando de 0,5 a 10,0 J/cm2. Esse procedimento se repetiu 

até que houvesse a estabilização da absorbância das amostras (nível máximo 

de produção de EROs). Os resultados foram expressos como porcentagem de 

produção de EROs em função da densidade energética. 

 

4.1.2.4. Estabilidade sob Armazenamento 

Após a avaliação das propriedades coloidais, foto-físicas e físico-químicas 

das NLSM-AlFtCl foram selecionadas as formulações mais vantajosas para 

testes de estabilidade de armazenamento. Os testes foram realizados por 

60 dias em três condições diferentes: a 37 ± 0,5 °C; a temperatura ambiente (TA 

– aproximadamente 25 ºC); e a 4 ± 1°C. Para averiguar a estabilidade dos 

nanossistemas desenvolvidos, foram considerados os parâmetros DH, IPD e PZ. 

As amostras foram preparadas para análise conforme mencionado no item 

4.2.2.1. 

4.2. Ensaios In Vitro para a Avaliação da Segurança e Eficácia 

4.2.1. CULTIVO CELULAR 

Linhagens celulares de melanoma murino (B16F10) foram mantidas em 

meio de cultivo DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) estéril e 



suplementado com soro fetal bovino 10% (v:v) e antibiótico (1 UI/mL penicilina e 

1 µg/mL streptomicina), pH 7,4. As células foram conservadas em incubadora a 

37°C, em atmosfera umidificada contendo 5% de CO2. 

 

4.2.2. DETERMINAÇÃO DA VIABILIDADE CELULAR  

Células B16F10 foram semeadas em concentração de 

5 x 103 células/poço em placas de 96 poços. Após 24 horas foi realizada diluição 

seriada 1:2 das NLSM (com concentrações iniciais 20 µM e 40 µM de AlFtCl e 

sem AlFtCl) em meio de cultivo DMEM suplementado. Após 15 minutos de 

exposição à formulação, o sobrenadante foi retirado das células e estas foram 

lavadas 2 vezes com PBS e acrescentado o meio de cultivo DMEM.  

Posteriormente, as células foram expostas ao LED (660 nm, 25.88 J/cm²) 

para aplicação da TFD durante 10 minutos. Após o tratamento (24h), para 

determinação do índice de citotoxicidade, as células foram expostas à solução 

de brometo de 3 (4,5 dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil-tetrazólio (MTT) em meio de 

cultivo, método de avaliação colorimétrica descrito por Mosmann (1983). Neste 

método, o MTT é utilizado como substrato de enzimas mitocondriais, que tem 

como produto a formação de cristais de formazan. Nesse sentido, a quantificação 

dos cristais de formazan é um indicativo da atividade mitocondrial das células 

viáveis. Para finalizar o experimento, a solução contendo MTT foi removida após 

duas horas e 200 μL de dimetilsulfóxido (ou sulfóxido de dimetilo – DMSO) foram 

adicionados para a extração e solubilização dos cristais de formazan, 

posteriormente quantificado em termos de absorbância em comprimento de 

onda específico (595 nm).  

A partir da medida do espectro de absorbância com comprimento de onda 

de 595 nm, obtido em espectrofotômetro conjugado à leitora de microplacas, a 



produção de formazan foi quantificada e, portanto, determinada a viabilidade 

celular, consequentemente pode-se determinar o índice de citotoxicidade de 

50% (IC50). 

 

4.2.3. ANÁLISE DA MORFOLOGIA DAS CÉLULAS TRATADAS 

Para avaliar a atividade das NLSM nas células, 5 x 104 de células B16F10 

foram semeadas em placas de cultivo de 24 poços contendo lamínulas. Após 24 

horas as células foram tratadas com os seguintes grupos: 1) IC50 com TFD; 

2) IC50 sem TFD, 3) MTX (Mitoxantrona) e 4) Controle (meio de cultivo).  

A mitoxantrona (MTX) é um quimioterápico utilizado como controle 

positivo para apoptose (GARG; AGOSTINIS, 2014). Para a realização do 

experimento, a MTX foi dissolvida em DMSO na concentração final de 40µM. As 

células foram expostas à MTX durante 30 minutos e foram lavadas 2 vezes com 

PBS e meio novo foi colocado. Para os tratamentos com a NLSM, as células 

foram expostas por 15 minutos e, em seguida, o sobrenadante foi retirado das 

células e estas foram lavadas 2 vezes com PBS e acrescentado o meio de cultivo 

DMEM. Posteriormente, um dos grupos de células foi exposto ao LED (660nm, 

25.88 J/cm²) para aplicação da TFD durante 10 minutos.  

Após o tratamento, todos os grupos foram lavados 2 vezes com PBS para 

retirada do excesso de meio de cultivo. As lamínulas foram imersas em acetona 

de 10%, 30%, 50%, 70% e 100% para tirar toda a água e depois recobertas com 

ouro para serem analisadas no microscópio eletrônico de varredura (MEV) nos 

aumentos 300-2700x, possibilitando a análise da morfologia e indução de 

apoptose. 

 

 



5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1. Desenvolvimento das Nanopartículas Lipídicas Sólidas 

5.1.1. PROPRIEDADES COLOIDAIS 

Conforme exposto no item 4.2.1, diversas variáveis foram testadas a fim 

de se obter uma NLS sustentável e menos tóxica, à base de manteiga de 

murumuru e estabilizada pelo tensoativo Brij® O10, com as melhores 

propriedades coloidais. 

Buscando reduzir o uso de tensoativo e consequentemente o potencial de 

toxicidade do sistema formado, proporções distintas de lipídio:tensoativo foram 

testadas. Os resultados do primeiro parâmetro avaliado estão representados na 

Figura 4. 

 

Figura 4 – Análise das propriedades coloidas das NLSM obtidas com a variação na razão 
lipídio/tensoativo. Fica evidente que há uma tendência de o aumento de lipídios no sistema 
promover aumento de DH e IPD. Os quadrados em vermelho representam os dados de DH, e os 
círculos azuis representam os dados referentes ao IPD. Os dados estão representados como 
média e desvio padrão da média.  

 

Observou-se que as proporções lipídio:tensoativo 1:2, 1:1 e 2:1 (m/m) 

apresentaram resultados satisfatórios, dentro do proposto neste trabalho, com 

DHs médios menores que 100 nm (17,36 nm; 30,96 nm; e 56,63 nm, 



respectivamente) e monodispersas, com IPDs médios < 0.2 (0.048; 0.134; e 

0.156, respectivamente). A exceção coube à NLSM que apresentava a 

proporção lipídio:tensoativo 3:1, com DH médio = 284,50 nm e IPD 

médio = 0.436,  possivelmente devido ao fenômeno de agregação – processo 

irreversível de adesão inter-particular que leva a formação de aglomerados 

grandes e irregulares, ocasionando instabilidade das partículas (MOORE et al., 

2015).  

A correlação positiva entre a razão lipídio/tensoativo e IPD representa o 

fato já bem estabelecido pela literatura de que há concentração de tensoativo 

ideal para a formação de estruturas. Enquanto altas concentrações podem 

atingir a Concentração Micelar Crítica (CMC) e formar micelas de tensoativos e, 

consequentemente, diferentes populações no sistema, baixas concentrações de 

tensoativo promovem formação de poucas estruturas e/ou gera estruturas de 

baixa estabilidade (VAN ELK et al., 2016). 

O segundo parâmetro testado foi a quantidade de água adicionada à 

mistura lipídio/tensoativo. O resultado das análises das propriedades coloidais 

das NLSMs resultantes das formulações com 20 mL, 30 mL, 40 mL e 50 mL de 

água destilada está expresso na Figura 5.  

A NLSM produzida com 40 mL de água destilada apresentou DH médio 

de aproximadamente 56 nm, portanto dentro do estabelecido como objetivo do 

trabalho (partículas menores que 100 nm) e IPD médio de 0.156, o que indica 

uma distribuição homogênea e uniforme das nanopartículas. Verificou-se que 

tanto o acréscimo quanto a redução da quantidade de água destilada adicionada 

à formulação resultaram num aumento do DH e do IPD. 

 



 

Figura 5 – Avaliação do DH e do IPD nas NLSM formuladas com diferentes quantidades de 
água destilada. Os quadrados em vermelho representam os dados de DH, e os círculos azuis 
representam os dados referentes IPD. Os dados estão representados como média e desvio 
padrão da média.  

 

Por fim, foi avaliada a temperatura de inversão de fase ideal para o 

sistema. Primeiramente, a inversão de fase foi observada visualmente, através 

da mudança na viscosidade e transparência (MORALES et al., 2003). A 

avaliação visual, apesar de empírica, permitiu verificar mudanças significativas 

no aspecto das formulações, à medida que a temperatura aumentava: um 

aumento da translucidez foi verificado até 80 ºC e, a partir de 85 ºC, notou-se 

turbidez e separação de fases.  

Os resultados obtidos na análise das propriedades coloidais das 

formulações (Figura 6) corroboram os achados aparentes, demonstrando uma 

redução do DH e do IPD até a temperatura de 80 ºC (DH médio = 33,31 nm e 

IPD médio = 0.096), seguida do aumento dessas características a partir dessa 

temperatura. Dessa forma, concluiu-se que a temperatura PIT ideal se 

encontrava próxima dos 80 ºC. 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6 – Relação temperatura/DH/IPD. Os menores valores de DH e IPD foram verificados nas 
formulações com temperatura PIT próxima a 80 ºC. Os quadrados em vermelho representam os 
dados de DH, e os círculos azuis representam os dados referentes ao IPD. Os dados estão 
representados como média e desvio padrão da média.  
 

Com base no exposto nos parágrafos anteriores, selecionou-se a NLS 

formulada com manteiga de murumuru e Brij® O10 na proporção 2:1, com 

características coloidais notáveis, que viabilizam a utilização de tensoativo de 

forma moderada, resultando em uma potencial redução de toxicidade. A essa 

mistura, resumidamente e conforme descrito no item 4.2.1, foram adicionados 

diferentes volumes de AlFtCl, seguidos de 40 mL de água destilada até que fosse 

atingida a temperatura PIT de 80 ºC, a fim de se obter NLSM-AlFtCl com 

diferentes concentrações finais (20 µM, 40 µM, 60 µM e 80 µM). Por fim, foi feita 

a avaliação do DH e do IPD das formulações resultantes, exposta na Figura 7.  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7 – A variação da concentração de AlFtCl nas NLSM-AlFtCl não resultou em diferenças 
significantes no tamanho médio das partículas e nem na média de polidispersividade. 

 



O potencial zeta (PZ) das NLSM-AlFtCl também foi medido a fim de 

antecipar a estabilidade das formulações. A medição do PZ é uma técnica para 

determinar a carga superficial de nanopartículas em uma solução coloidal: 

coloides de elevado potencial zeta (negativo ou positivo) são eletricamente 

estáveis enquanto coloides com baixos potenciais zeta tendem a coagular ou 

flocular como descrito na Tabela 4 (KUMAR; DIXIT, 2017). 

Tabela 4 – Comportamento de estabilidade do coloide com base no valor do potencial zeta. 

Potencial Zeta [mV] Comportamento de Estabilidade do Coloide 

de 0 a ± 5 coagulação rápida ou floculação 

de ± 10 para 30 ± instabilidade incipiente 

de ± 30 para 40 ± estabilidade moderada 

de ± 40 para 60 ± boa estabilidade 

mais do que ± 61 excelente estabilidade 

Nota. Fonte: (KUMAR; DIXIT, 2017) 

 

Os resultados obtidos (Figura 8) revelam nanopartículas com PZ negativo, 

o que é uma característica interessante, visto que partículas com carga negativa 

possuem maior tempo de circulação, uma vez que possuem reduzida adsorção 

de proteínas plasmáticas e baixa taxa de captação celular inespecífica (ALEXIS 

et al., 2008). Contudo, os baixos valores de PZ não sinalizam uma estabilidade 

teoricamente considerada excelente. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8 – A variação da concentração de AlFtCl nas NLSM-AlFtCl não resultou em diferenças 
significantes no potencial zeta das formulações. 

 



Dessa forma, entre as variáveis testadas para obtenção de uma NLS 

sustentável e menos tóxica, à base de manteiga de murumuru e estabilizada pelo 

tensoativo Brij® O10, as melhores formulações foram obtidas utilizando-se a 

razão lipídio:tensoativo 2:1 (m:m), com características coloidais notáveis, que 

viabilizam a utilização de tensoativo de forma moderada, resultando em uma 

potencial redução de toxicidade. 

As formulações que apresentaram as propriedades coloidais mais 

vantajosas foram aquelas às quais foram adicionados 40 mL de água destilada 

e que atingiram a temperatura PIT de 80 ºC, resultando em nanossistemas com 

DH médio de 56 nm e IPD médio de 0.156. Essas características revelam 

partículas monodispersas e de diâmetro útil para diversas vias de administração. 

 

5.1.2. PROPRIEDADES FOTO-FÍSICAS  

Os espectros de absorbância e de emissão de fluorescência foram medidos 

na NLSM e nas NLSM-AlFtCl obtidas (Figuras 9 e 10). Verificou-se que as NLSM-

AlFtCl contendo concentrações finais de AlFtCl de 20 µM e 40 µM (NLSM-AlFtCl-

20 e NLSM-AlFtCl-40, respectivamente) apresentaram picos de absorbância 

próximos a 680 nm (676 nm e 674 nm, respectivamente). Esta é uma 

característica importante a ser considerada na avaliação da sua utilização em 

TFD anticâncer já que a janela terapêutica ideal para TFD está na região 

espectral entre 600 - 800 nm, em que a penetração da radiação nos tecidos vivos 

é maior e a absorção por cromóforos endógenos (água, proteínas, pigmentos 

como a melanina e a bilirrubina) é menor (CASTANO; DEMIDOVA; HAMBLIN, 

2004; CONTE et al., 2016; SORTINO, 2016). 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 – Resultado da análise da absorbância da NLSM e das NLSM-AlFtCl obtidas. NLSM-
AlFtCl-20 e NLSM-AlFtCl-40 apresentaram picos de absorbância próximos a 680 nm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10 – Resultado da análise da fluorescência (excitação 400 nm) da NLSM e das NLSM-
AlFtCl obtidas. Picos relacionados às NLSM-AlFtCl-20 e NLSM-AlFtCl-40, próximo a 680 nm (683 
e 682 nm, respectivamente). 

 

No que se refere a fluorescência, constatou-se que o aumento da 

concentração de AlFtCl foi acompanhado de uma redução na emissão de 

fluorescência, evento relacionado ao efeito de extinção de fluorescência por 

proximidade entre as moléculas de FS (quenching) já observado anteriormente 

(MUEHLMANN et al., 2015). 



Assim, a variação da concentração de AlFtCl nas NLSM-AlFtCl não 

resultou em diferenças significantes no tamanho médio das partículas, na média 

de polidispersividade e tampouco no potencial zeta das formulações. Contudo, 

verificou-se que NLSM-AlFtCl-20 e NLSM-AlFtCl-40 apresentaram picos de 

absorbância e fluorescência próximos a 680 nm e que o aumento da 

concentração de AlFtCl foi acompanhado de uma redução na emissão de 

fluorescência (efeito quenching). 

 

5.1.3. PROPRIEDADES FÍSICO-QUÍMICAS  

A eficiência da TFD está intimamente ligada às propriedades físico-

químicas dos FS. Os FS apresentam a capacidade de absorver luz e transmitir 

a energia luminosa absorvida para o oxigênio molecular alterando seu estado 

energético e formando as EROs. 

As respostas celulares estimuladas pelas EROs são diversas. Em baixas 

concentrações, estas espécies atuam na sinalização celular influenciando 

processos como modulação da expressão de citocinas, de fatores de 

crescimento e de fatores de expressão gênica. Em níveis elevados, provocam 

alteração no transporte iônico das células; liberação de enzimas hidrolíticas 

lisossomais; formação de produtos citotóxicos; danos em biomoléculas como 

colesterol e fosfolipídeos insaturados das membranas celulares, proteínas em 

vários resíduos de aminoácidos, e bases nitrogenadas dos ácidos nucleicos; e, 

finalmente, indução de morte celular por necrose, apoptose ou autofagia 

(MILLER et al., 2003; ZHANG et al., 2003; NIKI et al., 2005; BARREIROS; 

DAVID; DAVID, 2006). 

A morte por necrose ocorre após danos severos e descontrolados em 

várias estruturas celulares, causando a perda do controle homeostático, o 



aumento do volume celular, a interrupção da função mitocondrial e o rompimento 

da membrana celular ocorrendo liberação do conteúdo intracelular no tecido, 

danificando células vizinhas e causando uma resposta inflamatória intensa. Na 

morte por apoptose, há diminuição do volume celular com a condensação 

nuclear e do citoplasma, causando perda da aderência com a matriz extracelular 

e com as células vizinhas. Durante a apoptose a cromatina é condensada, o DNA 

cromossômico é clivado por endonucleases, formando-se corpos apoptóticos, 

que, por sua vez, são fagocitados por macrófagos (MCCONKEY, 1998). 

Ressalta-se que os mecanismos de morte celular não são totalmente 

independentes, podendo haver múltiplos mecanismos atuando simultaneamente 

(ZHIVOTOVSKY; ORRENIUS, 2010). 

A resposta celular autofágica foi relacionada com a intensidade do 

estímulo da TFD e, consequentemente, com o nível de estresse oxidativo 

gerado. Em baixas intensidades de luz e de FS, a autofagia atua garantindo a 

remoção de componentes celulares danificados, prevenindo o início de vias 

apoptóticas, garantindo assim a viabilidade celular. Em doses médias de TFD, 

tanto a apoptose quanto a autofagia podem contribuir para a morte celular e, em 

doses muito elevadas de TFD, observa-se a ocorrência de necrose. 

Assim, a fim de verificar a eficiência da produção de EROs pelas NLSM 

obtidas, utilizou-se o método descrito por Spiller et al. (1998) que faz uso do 

reagente DBF. O DBF é um reagente degradado por EROs, o que pode ser 

mensurado pela queda na intensidade de seu pico de absorbância em 

comprimento de onda de 411 nm. 

Corroborando os resultados encontrados na análise de emissão de 

fluorescência, tanto NLSM-AlFtCl-20 quanto NLSM-AlFtCl-40 apresentaram 



elevadas porcentagens de produção de EROs. NLSM-AlFtCl-20 destaca-se por 

apresentar produção de EROs máxima alcançada em uma densidade de energia 

de 5,50 J / cm2 enquanto as demais formulações ainda apresentavam 

crescimento em 10,0 J / cm2. Conforme esperado, NLSM não produziu EROs 

sob irradiação (Figura 11). 

 

Figura 11 – Produção de ERO’s pelo método de degradação do DBF para as diferentes 
concentrações de FS associadas às NLSM. 

 

Com base nos resultados das análises das propriedades foto-físicas e 

físico-químicas, as NLSM-AlFtCl-20 e NLSM-AlFtCl-40 foram escolhidas para 

darem continuidade aos experimentos, juntamente com as NLSM sem FS. 

 

5.1.4. ESTABILIDADE SOB ARMAZENAMENTO 

Após o desenvolvimento, as NLSM, NLSM-AlFtCl-20 e NLSM-AlFtCl-40  

foram selecionadas a partir dos testes anteriores e escolhidas para os testes 

subsequentes. Para tal, as amostras foram armazenadas a 25 ± 3 °C (T.A.), 37 

± 0,5 °C e 4 ± 1 °C, em abrigo de luz. Os parâmetros de DH, IPD e PZ foram 

avaliados 1, 15, 30, 45 e 60 dias após o desenvolvimento das partículas. Os 

resultados obtidos com a avaliação de estabilidade encontram-se expressos nas 

Figuras 12, 13 e 14. 



Durante os 60 dias de observação, os três nanossistemas mantiveram-se 

estáveis em T.A. e 4 °C, não apresentando alteração significativa (p<0,05) de 

DH, IDP e PZ. Nanopartículas lipídicas sólidas sintetizadas a partir de manteiga 

de murumuru por meio do método PIT também foram avaliadas por GOMES et 

al., 2019 e demonstraram alta estabilidade por 120 dias, revelando boas 

perspectivas para o futuro das NLSM produzidas neste estudo. 

As amostras mantidas em estufa (37 °C) começaram a apresentar 

alterações no DH e no IPD entre 45 e 60 dias, indicando instabilidade. Tal 

instabilidade é justificável, já que o ponto de fusão da manteiga de murumuru 

está no intervalo entre 30 e 35 °C e a temperatura elevada da estufa 

provavelmente interferiu no arranjo do sistema e favoreceu a formação de 

agregados. 

 



 

Figura 12 – Estabilidade NLSM pelos parâmetros de DH, IPD e PZ, de 1 a 60 dias, à T.A., 37°C 
e 4° C. 

 



 

Figura 13 – Estabilidade NLSM-AlFtCl-20 pelos parâmetros de DH, IPD e PZ, de 1 a 60 dias, à 
T.A., 37°C e 4° C. 

 



 

Figura 14 – Estabilidade NLSM-AlFtCl-40 pelos parâmetros de DH, IPD e PZ, de 1 a 60 dias, à 
T.A., 37°C e 4° C. 

 



5.2. Ensaios In Vitro Para a Avaliação da Segurança e Eficácia 

5.2.1. CITOTOXICIDADE IN VITRO 

As NLSM, NLSM-AlFtCl-20 e NLSM-AlFtCl-40 foram testadas para 

comprovar sua atividade no escuro e quando expostas ao LED. 

Nos testes in vitro em células de melanoma murino (B16F10), a luz LED 

por si só não afetou diretamente a viabilidade das células testadas, como 

demonstrado na Figura 15. Este resultado está de acordo com os descritos na 

literatura, já que esta fonte de luz emite luz em baixa intensidade, com pouco 

potencial de promover danos às biomoléculas. Com relação aos efeitos 

promovidos pela NLSM sem fotossensibilizador, também não foram observados 

efeitos citotóxicos quando o nanocarreador foi exposto às células no escuro. 

Esse resultado no escuro é um bom indicador de biocompatibilidade, 

demonstrando o baixo potencial citotóxico desta formulação.  

Em contrapartida, quando as células foram expostas ao sistema 

nanoestruturado contendo a AlFtCl, observamosuma diminuição significativa na 

viabilidade celular das células B16F10 contendo NLSM-AlFtCl-20, com 

concentração inibitória (citotóxica) de 50% (IC50) de 19,62 nM. Já para NLSM-

AlFtCl-40, o valor de IC50 foi 53,84 nM. 

Por fim, durante a avaliação da TFD, que envolveu a exposição das 

células aos nanocarreadores contendo AlFtCl e subsequente exposição ao LED, 

observamos que a NLSM-AlFtCl-20 apresentou melhor atividade fotodinâmica 

do que a NLSM-AlFtCl-40 (Figura 15B). Tal comportamento pode ser justificado 

pelo efeito de supressão de fluorescência (quenching), já mencionado 

anteriormente (Figuras 9 e 10). Esse fenômeno ocorre pois o confinamento 

nanoscópico criado pela nanopartícula permite o carreamento de um número 



limitado de moléculas fotossensibilizadoras. À medida que esta concentração é 

ultrapassada, podem ocorrer fenômenos relacionados à agregação molecular, 

formando dímeros e grandes agregados de fármacos. Devido a esta agregação 

a energia de excitação dos fármacos não consegue ser transmitido para fora do 

sistema, criando espaços de ressonância das energias de excitação criadas 

durante o processo fotodinâmico.  

.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15 – Viabilidade de células B16F10 expostas a NLSM, a NLSM-AlFtCl-20 e a NLSM-
AlFtCl-40, avaliada pelo método MTT 24h após tratamento. (A) Células tratadas mantidas no 
escuro; (B) Células tratadas e irradiadas por LED (660nm, 25.88 J/cm²). 

 

Ambas as concentrações demonstraram ausência de toxicidade no 

escuro (Figura 15-A), o que é um requisito geral para os sistemas de FS, pois 

garante que apenas os tecidos contendo o FS e irradiados sejam afetados pelos 



efeitos tóxicos da TFD (ROBERTSON; EVANS; ABRAHAMSE, 2009; 

MUEHLMANN et al., 2015). 

Em resumo, nos experimentos biológicos in vitro, constatou-se que NLSM 

não apresentou citotoxicidade. NLSM-AlFtCl-20 e NLSM-AlFtCl-40 

demonstraram ausência de toxicidade no escuro e uma significativa redução na 

viabilidade celular, quando submetidas à luz (LED – 660 nm, 25.88 J/cm²). 

NLSM-AlFtCl-20 se mostrou mais eficiente na indução de morte celular, com 

concentração inibitória (citotóxica) de 50% (IC50) de 19,62 nM, contra 53,84 nM 

de IC50 para NLSM-AlFtCl-40. 

 

5.2.2. ANÁLISE DA MORFOLOGIA DAS CÉLULAS TRATADAS COM NLSM-ALFTCL-20 

A análise morfológica de culturas de células de melanoma murino B16F10 

por microscopia eletrônica de varredura (MEV), representada na Figura 16, 

mostrou diferenças na morfologia nos diferentes grupos de tratamento. 

Nas células expostas ao MTX, foi observado um decréscimo na densidade 

celular, típico da perda da forma e de nutrientes causados pela apoptose, e 

também no número de células. Foi possível observar, ainda, a formação de 

corpos apoptóticos e de bolhas citoplasmáticas.  

Tomando como base as observações feitas no grupo de MTX (Figura 16-

D), verificou-se, nas células expostas à NLSM-AlFtCl-20 e irradiadas (Figura 16-

C), alterações semelhantes às do grupo anterior (formação de corpos 

apoptóticos e bolhas citoplasmáticas), o que sugere indução de morte celular por 

apoptose. Essas alterações estão ausentes no grupo controle e nas células 

tratadas com NLSM-AlFtCl-20 e não irradiadas (Figuras 16-A e 16-B).  



 

 

 

 

Figura 16 – Análise morfológica por microscopia eletrônica de varredura (MEV) para analisar a 
atividade fotodinâmica da NLSM-AlFtCl-20. (A) Morfologia das células contendo apenas meio de 
cultivo; (B) Morfologia das células tratadas com NLSM-AlFtCl-20 IC50 no escuro; (C) Morfologia 
das células tratadas com NLSM-AlFtCl-20 IC50 irradiadas; (D) Morfologia das células tratadas 
com MTX como controle positivo para apoptose. 

 

Pode-se notar, ainda, a diminuição significativa no número de células nas 

imagens relativas ao grupo tratado com NLSM-AlFtCl-20 e irradiado (Figura 16-

C) quando comparadas com as do grupo controle (Figura 16-A). 

Ou seja, as células de melanoma murinho (B16F10), quando tratadas com 

NLSM-AlFtCl-20, apresentaram características da formação de corpos 



apoptóticos e bolhas citoplasmáticas semelhantes ao apresentado pelas células 

tratadas com mitoxantrona (MTX), o que sugere indução de morte celular por 

apoptose. 

 

6. CONCLUSÃO 

Outras análises ainda se mostram necessárias para verificação da 

eficácia das NLSM-AlFtCl obtidas, entre elas a avaliação da estabilidade por 

períodos mais longos e testes in vivo. Por ora, os resultados obtidos indicam que 

foi possível obter NLS com baixo custo de produção e boa estabilidade inicial, 

com excelentes propriedades coloidais, foto-físicas e físico-químicas. Ademais, 

a NLSM-AlFtCl-20 se mostrou eficiente para o carreamento de AlFtCl, com 

excelente atividade fotodinâmica e ausência de toxicidade quando não irradiada, 

apresentando resultados que sugerem indução de morte celular por apoptose 

quando utilizada na TFD. 

Diante do exposto, fica evidente a importância de se estimular novas 

pesquisas envolvendo o desenvolvimento de produtos nanoestruturados 

derivados de manteigas da biodiversidade brasileira, pois apresentam resultados 

satisfatórios, incentivam o desenvolvimento farmacêutico de novas alternativas 

terapêuticas utilizando matérias-primas biocompatíveis e sustentáveis e criam 

oportunidades econômicas, podendo, inclusive, aumentar o poder competitivo 

de indústrias farmacêuticas do Brasil no âmbito mundial. 
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