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RESUMO 

 

O melanoma se configura como uma neoplasia maligna altamente letal e um problema de saúde 

pública, de modo que os tratamentos existentes são, muitas vezes, ineficazes para conter a progressão 

da doença. Devido à sua biocompatibilidade, nanopartículas lipídicas sólidas (NLS) surgem como 

alternativa terapêutica através do nanocarreamento de fotossensibilizantes para o uso na terapia 

Fotodinâmica (TFD), chamados de fotossensibilizantes de 3ª geração. Porém, a aplicação desta 

tecnologia ainda enfrenta desafios no que diz respeito à administração por via oral, de modo que a 

entrega do fotossensibilizante não ocorre de forma adequada na região tumoral. Neste contexto, o 

presente trabalho tem por objetivo desenvolver uma plataforma para o tratamento de melanoma murino 

baseada em administração oral de formulação contendo fotossensibilizante de 3ª geração em sua forma 

concentrada e associado a solvente verde, possibilitando melhor entrega do fármaco no tumor. Para 

isso, formulações de NLS contendo solvente eutético profundo natural (NaDES) foram desenvolvidas, 

caracterizadas, submetidas a procedimentos de concentração de partículas e aplicadas em células de 

melanoma murino. Foram obtidas formulações de NLS de alta estabilidade coloidal, contendo 12,5% 

de NaDES baseadas em metodologia de baixa energia e com alto valor agregado, resultando no 

desenvolvimento de um fotossensibilizante de 3ª geração contendo Alumínio-Cloro Ftalocianina 

(AlPc). O solvente verde utilizado no trabalho permitiu a redução do uso de água nas formulações em 

12,5%, além de atuar como crioprotetor para as NLS, possibilitando o seu congelamento para protocolo 

de concentração das partículas. A metodologia de secagem por liofilização foi a mais adequada para 

promover concentração das nanopartículas, permitindo o aumento de sua concentração em até três 

vezes sem o comprometimento de suas aplicações. O fotossensibilizante de 3ª geração desenvolvido 

no trabalho apresentou alta estabilidade em fluidos gastrointestinais simulados, o que indica o seu alto 

potencial para se tornar uma plataforma para administração oral. Os ensaios de viabilidade celular 

demonstraram que o nanocarreador desenvolvido apresentou favorável atividade fotodinâmica 

antineoplásica em células de melanoma murino, resultando em alta toxicidade celular. Desta forma, 

esses resultados indicam que o fotossensibilizante de 3ª geração associado a solvente verde 

desenvolvido no trabalho e submetido a procedimentos de concentração apresenta-se como potencial 

metodologia para resolver os desafios enfrentados pelas NLS no tratamento do melanoma por via oral. 

 

Palavras-chave: Melanoma; Fotossensibilizante de 3ª geração; Nanopartículas Lipídicas Sólidas; 

Solvente Verde; Terapia Fotodinâmica; Administração Oral. 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Melanoma is a highly lethal malignant neoplasm and a public health problem, so existing 

treatments are often ineffective in halting the progression of the disease. Due to their biocompatibility, 

solid lipid nanoparticles (SLN) have emerged as a therapeutic alternative through the 

nanoencapsulation of photosensitizers for use in Photodynamic Therapy (PDT), known as 3rd 

generation photosensitizers. However, the application of this technology still faces challenges with 

regard to oral administration, so that the delivery of the photosensitizer does not occur properly in the 

tumor region. In this context, this study aims to develop a platform for the treatment of murine 

melanoma based on oral administration containing 3rd generation photosensitizer in its concentrated 

form and associated with a green solvent, enabling better delivery of the drug to the tumor. For this 

purpose, SLN formulations containing natural deep eutectic solvent (NaDES) were developed, 

characterized, subjected to particle concentration procedures and applied to murine melanoma cells. 

High colloidal stability SLN formulations were obtained, containing 12.5% NaDES based on low 

energy methodology and with high added value, resulting in the development of a 3rd generation 

photosensitizer containing Aluminum-Chlorine Phthalocyanine (AlPc). The green solvent used in the 

work allowed the reduction of water use in the formulations by 12.5%, as well as acting as a 

cryoprotectant for the SLN, making it possible to freeze them for the particle concentration protocol. 

The lyophilization methodology was the most suitable to promote concentration of nanoparticles, 

allowing their concentration to be increased up to three times without compromising their applications. 

The 3rd generation photosensitizer developed in the work showed high stability in simulated 

gastrointestinal fluids, which indicates its high potential to become a vehicle for oral administration. 

Cell viability assays demonstrated that the developed nanocarrier presented favorable antineoplastic 

photodynamic activity in murine melanoma cells, resulting in high cellular toxicity. Thus, these results 

indicate that the 3rd generation photosensitizer associated with a green solvent developed in the work 

and subjected to concentration procedures emerges as a potential methodology to solve the challenges 

faced by SLN in the treatment of melanoma by oral administration. 

                    

 

Keywords: Melanoma; 3rd Generation Photosensitizer; Solid Lipid Nanoparticles; Green Solvent; 

Photodynamic Therapy; Oral Administration. 
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1. Introdução 

1.1. Câncer 

Câncer, também chamado de neoplasia maligna, é um termo designado para abranger uma 

variedade de doenças que se manifestam conjuntamente resultando em uma proliferação rápida e 

descontrolada de células, que deixam de sofrer apoptose e se acumulam, formando uma massa celular 

denominada tumor1,2. Estas células surgem a partir de células normais que sofreram mutações em 

partes do material genético responsáveis pelo controle de atividades essenciais à manutenção do ciclo 

celular, como a proliferação e a diferenciação celular, além dos mecanismos indutores de morte. A 

depender das características que adquirem com o acúmulo de mutações, estas células podem se tornar 

capazes de invadir tecidos adjacentes e órgãos distantes em um processo denominado de metástase3,4. 

Para que o processo de carcinogênese ocorra e o tumor se desenvolva, é necessário que, além 

da proliferação sustentada e evasão da morte, as células tumorais adquiram características essenciais 

para a progressão tumoral, como a imortalidade replicativa, evasão do sistema imune, desregulação do 

metabolismo energético, instabilidade genômica e mutabilidade, indução de angiogênese, dentre 

outras5,6, as quais foram denominadas Hallmarks do Câncer (Figura 1). 

 

 

Figura 1. Características fundamentais para o desenvolvimento do câncer.  A imagem ilustra as principais 

características adquiridas pelas células tumorais no processo de carcinogênese, que são: evasão aos supressores de 

crescimento, reprogramação epigenética não mutacional, evasão à resposta imune, aquisição de imortalidade replicativa, 
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indução de inflamação, microbiomas polimórficos, ativação de invasão e metástases, indução de angiogênese, células 

senescentes, instabilidade genômica e mutagenicidade, imortalidade celular, desregulação do metabolismo celular, 

desbloqueio da plasticidade fenotípica e manutenção da sinalização proliferativa. (Adaptado de Hanahan, 20225). 

 

Além dos Hallmarks do câncer, os fatores contribuintes para o desenvolvimento tumoral são 

diversos e possuem gatilhos internos e externos, resultantes da combinação entre predisposição 

genética, exposição a substâncias mutagênicas e hábitos de vida7. Segundo dados divulgados pela 

Organização Pan-Americana de Saúde (OPAS) em 2020, aproximadamente um terço das mortes 

causadas por câncer se devem ao sobrepeso, alimentação pobre em frutas e verduras, sedentarismo, 

uso de álcool e tabagismo, sendo estes os principais fatores de risco relacionados à malignidade8. 

O câncer tornou-se, portanto, um problema de cunho global e está hoje dentre as principais 

causas de morte no mundo inteiro, correspondendo a 9,7 milhões de mortes no ano de 2022, sendo os 

países de baixa renda os mais afetados (Figura 2), conforme dados obtidos pela Global Cancer 

Observatory (GLOBOCAN)9,10. No Brasil estimativas do Instituto Nacional do Câncer (INCA) 

apontam a ocorrência de 704 mil novos casos por ano, de 2023 a 2025, dos quais o mais incidente é o 

câncer de pele não melanoma11.  

O impacto financeiro também é significativo, apenas no ano de 2022 os tratamentos 

oncológicos no Brasil custaram quase 4 bilhões de reais aos cofres públicos, isso considerando apenas 

os gastos federais, sem incluir todas as despesas municipais e estaduais, segundo estudos divulgados 

pela Fundação Osvaldo Cruz (FIOCRUZ) em parceria com o INCA12. 

 

Figura 2. Índice de mortalidade em decorrência de câncer no ano de 2022. O gráfico mostra o número absoluto de 

mortes causadas por câncer em ambos os sexos e sem distinção de idade em todos os continentes.  (Adaptado de OMS, 

202210). 
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1.2. Melanoma 

 O melanoma é um tipo de câncer que, em geral, se configura como uma neoplasia maligna 

derivada a partir dos melanócitos, que são células especializadas na produção de melanina, responsável 

pela pigmentação da pele, cabelos, olhos e mucosas. Apesar de estarem presentes majoritariamente na 

pele, na camada mais profunda da epiderme, os melanócitos também podem ser encontrados nos olhos, 

ouvidos e em algumas mucosas, o que pode caracterizar este câncer como cutâneo ou extracutâneo, 

sendo o melanoma cutâneo o mais incidente13–15.  

 Embora o câncer de pele não melanoma seja o mais incidente no Brasil, representando cerca 

de 30% de todas as malignidades, o melanoma cutâneo é atualmente a principal causa de morte entre 

os cânceres de pele, apresentando-se de forma bastante agressiva e com altas probabilidades de gerar 

metástase16,17. Segundo dados da GLOBOCAN, no ano de 2022 foram registradas quase 60 mil mortes 

em decorrência do melanoma cutâneo (Figura 3), atingindo majoritariamente a população europeia e 

asiática, que apresenta perfil caucasiano18. 

 

Figura 3. Mortalidade causada por melanoma em 2022. O gráfico representa o número absoluto de mortes por 

continente em decorrência do câncer de pele melanoma para ambos os sexos e em todas as idades durante o ano de 2022.  

(Adaptado de OMS, 202218). 

 O melanoma se manifesta através do surgimento de manchas, pintas e sinais pelo corpo, que 

em geral aumentam de tamanho conforme avança a doença. As causas relacionadas ao seu 
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desenvolvimento incluem principalmente a exposição intensa e acumulada aos raios ultravioletas, 

(UV), que induzem mutações no DNA dos melanócitos e levam à proliferação celular descontrolada 

destas células19. Entretanto, além da exposição solar, há outros fatores de risco para a ocorrência do 

melanoma, como a predisposição genética, o avanço da idade e a cor da pele, visto que a melanina 

possui ação protetora contra os raios UV. Aliado a todos estes fatores, encontra-se o hábito de vida de 

cada indivíduo, que exerce papel crucial no desenvolvimento tumoral de todas as neoplasias20,21. 

 A agressividade característica dessa neoplasia está fortemente relacionada à produção da 

melanina. Embora a principal função da melanina seja conferir proteção contra a radiação UV e o 

estresse oxidativo, este pigmento possui também papel essencial na progressão do melanoma. Isso 

ocorre porque durante a melanogênese, processo de síntese da melanina, as células sofrem várias 

alterações físicas, metabólicas, bioquímicas e moleculares, como o aumento da motilidade celular, o 

estímulo da glicólise e a produção de fatores indutores de hipóxia, que juntos tornam o microambiente 

mais propício e favorável para a progressão do tumor22,23. Por possuir característica de quelante de 

metais e ação radioprotetora, a melanina atua também reduzindo a sensibilidade das células do 

melanoma contra agentes quimioterápicos e contra a radioterapia, o que promove resistência às terapias 

existentes e dificulta combate a este tipo de câncer24. Além disso, estudos demonstraram que altos 

níveis de pigmentação em melanomas está associado à redução na sobrevida global em pacientes com 

este tipo de câncer25. 

 Devido ao perfil altamente agressivo e metastático do melanoma, o diagnóstico ainda na fase 

inicial de desenvolvimento da doença se torna fundamental para um melhor prognóstico e 

sobrevivência dos pacientes. Entretanto, em alguns casos o diagnóstico ocorre de forma tardia ou 

incorreta, o que reduz a expectativa de vida dos acometidos com a doença. Ademais, mesmo com os 

avanços para a obtenção de diagnósticos com técnicas mais modernas e eficientes, o diagnóstico 

precoce do melanoma é ainda um desafio, de modo que se torna necessário a implementação de 

tratamentos mais assertivos e que proporcionem melhores condições para sobrevivência e recuperação 

dos pacientes26,27. 

1.3. Tratamentos 

 Após muito estudo e trabalho, a pesquisa científica mundial foi capaz de desenvolver variados 

tratamentos visando o combate ao câncer. No que diz respeito aos tumores sólidos, as principais 

abordagens terapêuticas convencionais compreendem a remoção cirúrgica, a quimioterapia, e a 

radioterapia, sejam individualmente ou em conjunto. No entanto, a estratégia terapêutica a ser utilizada 
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dependerá de muitos fatores, como o tipo de neoplasia, o estadiamento da doença, o estado de saúde 

do paciente e a localização do tumor28,29.   

 No caso do melanoma, a remoção cirúrgica do tumor e tecidos adjacentes é o tratamento mais 

indicado para os estágios iniciais da doença e normalmente requer tratamentos adjuvantes, como 

terapias direcionadas e imunoterapias. Para os casos metastáticos, a quimioterapia comumente 

apresenta-se como a primeira opção de tratamento, sendo a Dacarbazina um dos quimioterápicos mais 

utilizados. Este fármaco se trata de um agente alquilante que atua de forma sistêmica promovendo 

danos ao DNA das células e impedindo a sua replicação, o que resulta em morte celular. No entanto, a 

ação sistêmica e pouco seletiva deste fármaco não induz a morte apenas de células tumorais, mas 

também de células saudáveis do organismo, o que leva à ocorrência de demasiados efeitos adversos 

nos pacientes26,30. Além disso, estudos demonstraram que este tratamento apresentou atividade 

antitumoral pouco significativa, com baixa eficácia e sobrevida31. 

 Diante deste cenário, buscou-se alternativas mais viáveis para o tratamento do melanoma 

avançado, como a imunoterapia, que visa potencializar a resposta imunológica do organismo para que 

ele mesmo seja capaz de identificar e combater o câncer. Um exemplo desta terapia é o uso de 

inibidores de checkpoints imunológicos (anti-CTLA4 e anti-PD1), que atuam se ligando a proteínas 

das células tumorais e impedem que elas realizem o checkpoint imunológico e escapem da resposta 

imune32,33. 

 Apesar de todos os avanços alcançados nas terapias desenvolvidas, melhorando a sobrevivência 

e o prognósticos para os casos de melanoma, os tratamentos até então descritos e aprovados enfrentam 

ainda hoje muitos obstáculos, seja através da indução de efeitos adversos por toxicidade e da 

reincidência tumoral promovida pela baixa eficácia das terapias convencionais ou pela resistência 

medicamentosa, reações imunes e altos custos decorrentes das terapias mais modernas. Juntos, esses 

fatores culminam na depreciação da qualidade de vida dos pacientes, tornando-se necessário o 

desenvolvimento de tecnologias terapêuticas que minimizem os efeitos adversos e atuem com eficácia 

no tratamento do câncer34,35.  

1.4. Terapia Fotodinâmica (TFD) 

 Na busca por estratégias terapêuticas alternativas para o tratamento do câncer, a TFD tem 

ganhado grande destaque nas últimas décadas. Apesar de ter surgido há mais de um século, foi apenas 

a partir de 1970 que a TFD passou a ser amplamente estudada, com os primeiros ensaios clínicos sendo 

realizados. Por se tratar de uma técnica minimamente invasiva e de baixa toxicidade sistêmica, essa 
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modalidade terapêutica tem apresentado grande potencial para tratamento de várias neoplasias, em 

especial de tumores sólidos superficiais, como é o caso do melanoma36,37 . 

 A TFD consiste em um tratamento local que resulta na destruição tecidual baseada na interação 

entre três componentes: um fotossensibilizador (FS), uma fonte de luz e o oxigênio molecular.  O 

fotossensibilizador consiste em uma molécula que quando excitada em um comprimento de onda 

específico se torna capaz de absorver energia luminosa e convertê-la em energia química. Quando isso 

ocorre, o FS é ativado e gera uma série reações químicas que convertem o oxigênio triplete (3O2) em 

oxigênio singlete (1O2), gerando espécies reativas de oxigênio, moléculas instáveis e extremamente 

reativas que induzem danos irreversíveis no tecido alvo e promovem a morte celular, seja por necrose 

ou apoptose 38,39 (Figura 4). 

 As reações resultantes da TFD podem ser classificadas em dois tipos, sendo que na reação do 

tipo I o FS excitado interage com moléculas orgânicas presentes nas células e com o oxigênio presente 

ao redor, de modo que o ocorre a transferência de elétrons e consequentemente, a produção de espécies 

reativas de oxigênio, como radicais hidroxilas, peróxido de O2, além de ânions superóxidos. Já nas 

reações do tipo II, o FS transfere energia diretamente para o oxigênio molecular, que é rapidamente 

convertido em oxigênio singlete, o que permite com que a reação seja mais rápida do que a 

transferência de elétrons e por isso mais comum de ocorrer40,41.  

 Além da destruição do tumor através da morte de células cancerosas a TFD promove também 

danos à vasculatura tumoral. A depender do tipo de morte celular, esses processos resultam na liberação 

de padrões moleculares associados a danos (DAMPs), os quais podem auxiliar na ativação da resposta 

imune contra o tumor, o que mostra que a TFD é um processo extremamente dinâmico e complexo, 

plausível de ser direcionado a muitas aplicações42,43 

 

Figura 4. Esquema representativo do mecanismo de ação da Terapia Fotodinâmica. A ilustração demonstra as trocas 

energéticas que ocorrem durante a TFD, em que o fotossensibilizante (FS) é excitado e leva à produção de espécies reativas 

de oxigênio (reação do tipo I) e oxigênio singlete (reação do tipo II), gerando a morte celular. (Adaptado de Santos, 201844). 
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 Entretanto, mesmo diante de tamanhas vantagens em relação aos tratamentos já estabelecidos, 

alguns desafios impõem grandes limitações à aplicação da TFD. Dentre os desafios mais notáveis 

estão: penetração suficiente da luz e a baixa biodisponibilidade dos FS, resultante de sua baixa 

solubilidade em água, o que acaba comprometendo a eficácia da terapia45,46.   

 Para superar tais limitações foi estabelecida uma “janela terapêutica” de tratamento, que 

consiste em utilizar fontes de luz com comprimento de onda entre 600 nm e 800 nm, pois permitem 

maior penetração tecidual, além de proporcionar energia suficiente para a ocorrência das reações47,48.  

 As ftalocianinas são exemplos de fotossensibilizantes de segunda geração que se encontram 

dentro desta janela, apresentando alto potencial terapêutico, dentre as quais se destaca a alumínio cloro 

ftalocianina (AlPc). A AlPc é amplamente utilizada no tratamento do melanoma, principalmente 

devido à sua facilidade em ser captada e retida pelas células neoplásicas, além de apresentar alto 

rendimento na geração de oxigênio singlete. Entretanto, apesar de serem bons agentes 

fotossensibilizantes, as ftalocianinas apresentam baixa solubilidade em meio aquoso, o que 

compromete a sua atividade fotodinâmica quando administradas em sistemas biológicos49,50.  

 No tratamento de melanoma a TFD tradicional também enfrenta obstáculos que tornam a sua 

aplicação clínica ainda discutível. A resistência à TFD apresentada pelo melanoma se dá 

principalmente devido a alguns fatores, são eles: (1) a presença da melanina, que atua protegendo 

fisicamente as células contra a irradiação do LED, além de agir também como antioxidante, captando 

os radicais livres de modo que eles não atinjam as células alvo, (2) a perda de direcionamento dos FS 

realizada pelos melanossomos (vesículas armazenadoras de melanina), que aprisionam os FS em seu 

interior e (3) os defeitos nas vias apoptóticas, decorrentes da dificuldade da terapia atuar com eficácia 

diante dos mecanismos protetores das células51,52. 

 Diante disso, torna-se essencial a busca por estratégias que atenuem os desafios apresentados 

pela TFD frente ao tratamento do melanoma. Assim, o encapsulamento de fármacos através da 

nanotecnologia surge como ferramenta fundamental para potencialização da atividade terapêutica dos 

agentes fotossensíveis utilizados na TFD, dando origem à terceira geração de fotossensibilizantes53,54. 

Os fotossensibilizantes de terceira geração são aqueles associados com nanocarreadores, responsáveis 

por manter sua atividade em meio aquoso e melhorar seu direcionamento para a região alvo, 

aumentando a afinidade pelo tecido tumoral55. 

 

 



 

18 
 

1.5. Nanotecnologia 

O conceito da nanotecnologia foi introduzido pela primeira vez ainda no ano de 1959 pelo 

físico Richard Feynman, no entanto, com o avanço da ciência e aprimoramento desta tecnologia, este 

termo ganhou várias conceituações ao longo do tempo. De modo geral, a nanotecnologia consiste na 

compreensão, manipulação, controle e utilização da matéria em escala nanométrica visando o 

desenvolvimento de estruturas com propriedades físicas diferenciadas, as nanopartículas56,57. 

As nanopartículas podem ser definidas como estruturas que apresentam entre 1 e 1000 nm de 

diâmetro. Devido à grande área de superfície que possuem, estas nanoestruturas apresentam novas 

propriedades físicas e químicas que lhes conferem inúmeras vantagens. Dentro da medicina a 

nanotecnologia tem sido amplamente utilizada para neoplasias, seja através do diagnóstico ou 

tratamento, permitindo melhor solubilidade e liberação controlada de fármacos, redução das doses 

utilizadas, além de maior direcionamento para a região tumoral58,59. 

A aplicação das nanopartículas requer propriedades específicas diferentes, que provêm, em 

grande parte, pelo material que compõe a nanoestrutura. Assim, as nanopartículas se classificam em 

diferentes tipos, a depender de seu formato e composição: nanopartículas metálicas, magnéticas, 

poliméricas, lipídicas, dentre outras (Figura 5)60,61. 

 

Figura 5. Diferentes tipos de nanomateriais. Representação gráfica dos diferentes tipos de nanomateriais utilizados em 

aplicações médicas, incluindo nanopartículas orgânicas, inorgânicas e nanopartículas híbridas. (Adaptado de Gavas et al., 

202160). 
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Devido às propriedades dos lipídios, como a biocompatibilidade e biodegradação, a 

encapsulação de fármacos em nanopartículas lipídicas, como lipossomas, nanopartículas lipídicas 

sólidas (NLS) e carreadores de lipídios nanoestruturados (CLN) tem apresentado resultados 

promissores para o desenvolvimento de terapias anticâncer62,63.  

 

1.6. Nanopartículas Lipídicas Sólidas (NLS) 

 As nanopartículas lipídicas sólidas são sistemas coloidais que possuem partículas com tamanho 

médio abaixo de 1000 nm64. Em geral possuem estrutura esférica e são constituídas por uma matriz de 

lipídio sólido à temperatura ambiente estabilizada por uma ou mais camadas de surfactante e água, 

permitindo a incorporação de fármacos e ativos tanto hidrofílicos quanto lipofílicos (Figura 6). O 

componente lipídico em geral pode ser triacilglicerídeos, ácidos graxos ou ceras65,66. 

 

Figura 6. Representação de nanopartícula lipídica sólida. A ilustração representa as principais estruturas das NLS, no 

centro um núcleo sólido encapsulando um ativo lipofílico, que fica incorporado na matriz e ao redor a camada de surfactante 
estabilizando a estrutura. O surfactante fica com a parte polar da molécula voltada para fora e a calda apolar voltada para 

dentro da estrutura, interagindo com a parte lipídica. (Adaptado de Javadzadeh & Yaqoubi, 201767). 

As NLS foram descritas pela primeira vez no início da década de 90 e surgiram como uma 

alternativa ao uso de alguns nanocarreadores até então existentes, principalmente as nanopartículas, 

poliméricas, os lipossomas e as nanoemulsões68. Dentre as vantagens apresentadas pelas NLS e que 

superam as limitações apresentadas por esses nanocarreadores estão a sua baixa toxicidade em sistemas 

biológicos, facilidade de escalonamento, alta biocompatibilidade e biodegradabilidade, além de grande 

estabilidade física, proporcionadas por sua matriz lipídica, que permite adequado aprisionamento dos 

ativos encapsulados69,70. 

Por esses motivos as NLS passaram a ser amplamente utilizadas como carreadores para a 

entrega de fármacos voltados para o tratamento de câncer, permitindo uma liberação sustentada destes 

medicamentos através de variadas vias de administração, incluindo a administração oral71–73 . 
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1.7. Via de Administração Oral  

 A via de administração oral consiste em toda administração de medicamentos que é realizada 

através da deglutição ou inserção direta no estômago através de sondas74. Dentre as principais vias de 

administração voltadas para o tratamento do câncer (oral, intravenosa, subcutânea, intramuscular e 

tópica), representadas na Tabela 1.  

 A via de administração oral se caracteriza como uma das mais desejáveis em virtude das 

diversas vantagens que apresenta, como o fato de ser indolor, não invasiva, de fácil administração, 

permitir a flexibilidade de dosagens, custos mais baixos, além da praticidade da automedicação, o que 

gera maior comodidade e adesão dos pacientes ao tratamento75,76. 

 Entretanto, apesar dos benefícios dessa administração, os medicamentos acabam enfrentando 

barreiras fisiológicas do trato gastrointestinal, como a baixa solubilidade e degradação, que podem 

resultar na diminuição de sua eficácia terapêutica. Assim, o nanocarreamento de fármacos para a 

administração oral surge como alternativa para superar tais barreiras e viabilizar a entrega e absorção 

de fármacos em sistemas vivos, permitindo sua chegada ao tecido alvo77,78.  
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Tabela 1. Vantagens e desvantagens apresentadas pelas diferentes vias de administração voltadas para o tratamento 

do câncer (via oral, via intravenosa, via subcutânea, via intramuscular e via tópica). 

 

 

1.8. Solventes Verdes 

 Os solventes verdes compreendem uma geração de solventes que emergiu da busca pela 

redução dos fortes impactos ambientais promovidos pelo uso de solventes derivados de recursos 

fósseis. Por conta disso, eles se apresentam como solventes derivados de fontes renováveis, plantas, 

biomassa e organismos vivos em geral, o que os torna ecologicamente corretos e mais sustentáveis79,80. 

 VANTAGENS DESVANTAGENS 

VIA ORAL •Facilidade de autoadministração 

•Menor custo 

•Melhor adesão ao tratamento 

•Variabilidade na absorção 

•Dificuldade de entrega no tecido 
alvo 

VIA INTRAVENOSA  

•Rápida distribuição 

•Controle da dose 

•Tratamento sistêmico (adequado 

para metástases) 

•Absorção consistente 

•Efeitos colaterais sistêmicos 

•Dor 

•Necessidade de acesso venoso 

•Risco de infecção 

•Muitas vezes requer 

hospitalização 

•Alto custo 

•Menor adesão ao tratamento 

VIA SUBCUTÂNEA  

•Facilidade de autoadministração 

•Absorção gradual (mais lenta e 

prolongada) 

•Não necessita de acesso venoso 

•Absorção variável 

•Limitação em doses elevadas 

•Risco de reações locais (dor, 

vermelhidão e inchaço) 

•Necessidade de variar os locais 
de aplicação com frequência 

VIA INTRAMUSCULAR  

•Absorção moderada 

•Administração intermitente 
(menor frequência) 

•Dor e desconforto 

•Limitação em doses elevadas 

(volume limitado) 

•Variabilidade na absorção 
(depende da localidade) 

VIA TÓPICA •Ação direta no sítio-alvo 

• Redução de efeitos secundários 

•Fácil adesão à pele 

• Irritações e reações alérgicas 

• Restrições pelas propriedades 

físico-química dos fármacos 

•Menor praticidade 
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Para receberem essa classificação, estes solventes devem apresentar algumas características, como: 

biodegradabilidade, baixa ou nula toxicidade, baixa volatilidade, reciclabilidade e um custo baixo81.  

 Ao longo dos anos o conceito e as classificações de solvente verde evoluíram bastante, de modo 

que para atingir a melhor versão destes solventes foi necessário passar por algumas de suas gerações. 

Assim, dentre os variados tipos de solventes verdes, destacam-se três classificações, de modo que cada 

um deles surgiu para resolver as problemáticas da geração anterior. São eles: os Líquidos Iônicos (IL), 

os Solventes Eutéticos Profundos (DES) e os Solventes Eutéticos Profundos Naturais (NaDES)82,83. 

 Os líquidos iônicos começaram a ser estudados no início do século XX e são definidos como 

soluções líquidas de compostos iônicos com ponto de fusão inferior a 100°C. Foram majoritariamente 

utilizados para extração de diversas substâncias, mas apesar de apresentarem várias vantagens em 

relação ao uso de solventes orgânicos, como o fato de não serem inflamáveis nem voláteis mantendo 

sua estabilidade, os IL apresentaram toxicidade considerável, além de problemas com a 

biodegradabilidade84,85. 

 Para lidar com essa problemática, em 2004 os solventes eutéticos profundos ganharam 

destaque. Os DES podem ser definidos como misturas de dois ou três componentes que quando 

misturados em proporções molares adequadas interagem principalmente através ligações de 

hidrogênio e abaixam consideravelmente o ponto de fusão da mistura resultante86,87. Devido ao seu 

baixo custo, fácil preparo, menor toxicidade e biodegradabilidade, os DES se tornaram promissores 

substitutos para os IL. No entanto, a presença de alguns sais metálicos nas composições dos DES os 

impediu de serem totalmente sustentáveis, apresentando ainda alguma toxicidade88. Foi assim que se 

abriu espaço para a mais recente geração dos solventes verdes, os NaDES. 

 

1.9. Solventes Eutéticos Profundos Naturais (NaDES) 

Os NaDES são solventes resultantes da mistura de variados componentes orgânicos do 

metabolismo primário dos seres vivos, como ácidos, açúcares, derivados de colina e aminoácidos. 

Quando misturados a proporções molares específicas, estes metabólitos formam uma mistura líquida 

e homogênea à temperatura ambiente, que apresenta ponto de fusão muito mais baixo do que quando 

se compara os componentes isoladamente, que possuem ponto de fusão muito alto. É isso que os 

caracteriza como uma mistura eutética. Essa propriedade confere aos NaDES características que os 

tornam muito interessantes, pois permite que eles possam solubilizar muitos componentes de difícil 

solubilidade, incluindo substâncias insolúveis em água87,89 .  

Os NaDES se diferenciam dos DES principalmente pela origem natural dos componentes que 

são utilizados em suas misturas. Por possuírem origem orgânica, são vistos como potencial alternativa 
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ao uso de solventes tóxicos, podendo substituí-los em várias situações e atuar de forma mais 

biodegradável e biocompatível, motivo que os colocam na geração mais recente dos solventes verdes90. 

Os NaDES são formados através de interações intermoleculares entre os componentes por meio 

de ligações de hidrogênio e dentre os componentes escolhidos, um deve ser o aceptor de hidrogênio e 

outro o doador de hidrogênio na ligação, sendo este deslocamento de carga responsável por abaixar o 

ponto de fusão da mistura91 .  

A ampla possibilidade de formação de NaDES proporcionada pela combinação entre doadores 

e aceptores de hidrogênio, assim como a alteração nas proporções de água permitem com que estes 

solventes possam ser desenvolvidos de forma direcionada para as mais diversas aplicações. Além de 

atuarem solubilizando diversas substâncias, os NaDES podem ser usados também para a extração de 

ativos e até como crioprotetores, pois os componentes que o formam são encontrados em seres vivos 

em condições extremas e auxiliam na proteção contra o frio, por exemplo92,93.  

 Entretanto, apesar de tamanhas vantagens, não há ainda na literatura descrição prévia do uso 

de NaDES associado à formulação de nanopartículas lipídicas sólidas (NLS), de modo que o presente 

trabalho buscou também explorar melhor as características destes solventes nas formulações deste tipo 

de nanocarreadores. 

 

  

2. Justificativa  

Apesar dos avanços obtidos no tratamento contra o melanoma, ele ainda se configura como 

uma doença extremamente agressiva e de alta letalidade, de modo que as estratégias terapêuticas 

atualmente utilizadas promovem diversos efeitos colaterais que resultam em baixa qualidade de vida 

dos pacientes, sendo necessário, portanto, a busca por abordagens mais eficazes para conter a 

progressão e promover a cura da doença. 

Neste sentido, a administração oral de fotossensibilizantes de terceira geração associada à 

terapia fotodinâmica se coloca como implementação fundamental no tratamento oncológico, sendo 

minimamente invasiva e mais conveniente ao paciente, o que promove maior adesão ao tratamento, 

além de reduzir gastos com material de aplicação e profissionais para administração do fármaco, 

aliviando o sistema de saúde.  

Entretanto, apesar das vantagens da administração oral, estudos mostraram que a AlPc 

nanocarreada atinge principalmente órgãos como linfonodos, pulmão, fígado, baço e rins, e apesar de 

chegar ao tumor, chega em baixas concentrações, inviabilizando uma terapia in vivo de alta eficácia94–

96. Tal fato não pode ser contornado com o aumento do volume na administração do fármaco, uma vez 
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que o limite máximo de aplicação por gavagem estabelecido por regulamentação é de 10 mL/kg de 

peso corpóreo97.  

Assim, uma terapia que utilize nanossistemas concentrados, incorporados em veículos para a 

administração oral de fármacos fotossensibilizantes, direcionando melhor a entrega, reduzindo a 

toxicidade e, consequentemente, os efeitos colaterais característicos de tratamentos convencionais 

justifica o presente estudo, uma vez que nanocarreadores submetidos a processos que aumentem sua 

concentração final na região tumoral podem geram resultados mais substanciais, além de levar maior 

comodidade e qualidade de vida aos pacientes. Neste sentido, o uso de solventes verdes associado a 

NLS surge também como uma alternativa inovadora e que promove alto valor agregado ao tratamento 

proposto, uma vez que consiste em uma metodologia mais limpa e de menor toxicidade. 

 

3. Objetivos 

3.1. Objetivo Geral 

Desenvolver uma plataforma para administração oral a partir de NLS contendo AlPc 

(fotossensibilizante de 3ª geração) e associadas a solvente verde, visando promover a concentração 

dessas partículas, possibilitando maior eficácia no tratamento de melanoma a partir da TFD. 

3.2. Objetivos Específicos 

• Desenvolver nanopartículas lipídicas sólidas contendo NaDES em sua formulação; 

• Associar às nanopartículas a AlPc, criando um fotossensibilizante de 3ª geração; 

• Padronizar protocolos de secagem das nanopartículas lipídicas sólidas por vácuo e 

centrifugação, liofilização e rotaevaporação, a fim de concentrar a formulação; 

• Caracterizar as nanopartículas obtidas quanto às propriedades físico-químicas e morfológicas, 

de modo a compreender os efeitos da adição do NaDES à formulação; 

• Avaliar a estabilidade coloidal das nanopartículas desenvolvidas em fluido gastrointestinal 

simulado, visando compreender o seu potencial como plataforma para administração oral;  

• Avaliar a viabilidade celular de células da linhagem B16-F10 mediante tratamento com as 

nanopartículas desenvolvidas, comparando os efeitos da metodologia de concentração na 

toxicidade das nanopartículas. 

 

4. Material e Métodos 

4.1. Reagentes  

Os reagentes utilizados para a realização dos experimentos deste projeto estão listados na tabela 

abaixo (Tabela 2). 
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Tabela 2. Reagentes e produtos utilizados para a realização dos experimentos. 

 

Reagentes 

  

 Fabricante 

 

 

Manteiga de Murumuru 

(Astrocaryum murumuru) 

 

 

       Amazon Oil 

Tetróxido de Ósmio 

 

       Electron Microscopy Science, EUA 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

(DMEM); Soro Fetal Bovino (SFB); 
Tripsina 0,25% em EDTA 

 

       GIBCO, EUA 

Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 

5-difenil-2H-tetrazólio (MTT) 

 

      Invitrogen, EUA 

Tampão Fosfato Salino (PBS)       Laborclin, Brasil 

   

Ácido Acético; Ácido Cítrico; Brij® 

O10; Cloreto de Colina; 

Dimetilsulfóxido (DMSO); Etanol;  

Penicilina; Streptomicina; Pepsina;  

Pancreatina 

 

 

     Sigma-Aldrich, EUA 

Glicerol       Vetec 

  

 

 

4.2. Delineamento Experimental 

 Os experimentos conduzidos nesse trabalho estão esquematizados na Figura 7 abaixo. 
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Figura 7. Diagrama do delineamento experimental desenvolvido no trabalho. 

 

4.3. Preparo do NaDES 

O NaDES selecionado para a formulação das NLS desenvolvidas neste trabalho foi 

previamente desenvolvido e amplamente caracterizado por Silva, et al,. 202098. A escolha deste 

solvente especificamente se justifica devido à metodologia de fácil preparo e baixo gasto energético, 

assim como a alta acessibilidade aos compostos que o integram. Por se tratar de um solvente bastante 

estudado e caracterizado, com metodologia de formulação já padronizada, o foco do presente trabalho 

não foi a caracterização do solvente, mas a compreensão dos efeitos de sua aplicação à formulação de 

NLS. 

O NaDES utilizado para a formulação das NLS desenvolvidas apresenta em sua composição 

Cloreto de Colina, Glicerol e Ácido Cítrico na proporção molar de 0,5:2:0,5, além de 25% de água 

(v/v). Os reagentes foram pesados e a mistura agitada a 80°C durante 30 minutos até atingir um líquido 

de aspecto homogêneo. Posteriormente, a água foi acrescentada na proporção de 25%, conforme 

protocolo descrito por da Silva, et al., 202098. 
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4.4. Preparo das Nanopartículas Lipídicas Sólidas 

Foram desenvolvidas para o trabalho quatro NLS, carreadoras ou não do fotossensibilizante 

AlPc. Destas, duas não apresentam NaDES em sua composição (NLS-Branca e NLS-AlPc) e duas 

apresentam NaDES em sua composição (NLS-Branca-NaDES e NLS-AlPc-NaDES), conforme 

explicitado na tabela abaixo (Tabela 3). 

Tabela 3. Nanopartículas desenvolvidas no projeto e os respectivos componentes nelas presentes. 

NLS ÁGUA MANTEIGA DE 

MURUMURU 

(Astrocaryum murumuru) 

TENSOATIVO 

(Brij® O10) 

AlPc NaDES 

NLS-

Branca 

x x x   

NLS-

Branca-

NaDES 

x x x  x 

NLS-

AlPc 

x x x x  

NLS-

AlPc-

NaDES 

x x x x x 

 

4.4.1. NLS sem NaDES (NLS-Branca e NLS-AlPc) 

As NLS foram preparadas utilizando a metodologia de temperatura de inversão de fase (do 

inglês- PIT, Phase Inversion Temperature), um método de baixa energia e baixo custo muito utilizada 

para a formulação de nanopartículas lipídicas99,100. As formulações foram realizadas com adaptações 

da metodologia previamente desenvolvida por Mello et al., 2022101, em que a fase oleosa é composta 

por manteiga de Murumuru e tensoativo (Brij® O10) na proporção 2:1, respectivamente, o que 

corresponde a 7,5% p/v da formulação. A manteiga de Murumuru é proveniente da biodiversidade 

amazônica e por esse motivo o presente trabalho apresenta registro no Sistema Nacional de Gestão do 

Patrimônio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob número de cadastro 

A1563A6. 

Para a formulação da NLS-Branca, a fase oleosa composta por manteiga de Murumuru e 

tensoativo Brij O10 (2:1) foi previamente aquecida a 65°C até a completa fusão dos componentes. 
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Posteriormente foram adicionados 40 mL de água destilada a 65°C e a mistura foi mantida sob agitação 

constante até atingir a temperatura de 80°C, momento em que é resfriada sob fluxo constante de água 

até atingir temperatura ambiente (25°C). Para as NLS-AlPc, o procedimento é o mesmo, entretanto, 

após a fusão da fase oleosa é adicionada a solução etanólica de AlPc, cuja concentração final na 

formulação é de 20 µM. 

4.4.2. NLS com NaDES  

Para a formulação das NLS contendo NaDES (NLS-Branca-NaDES e NLS-AlPc-NaDES) o 

protocolo é semelhante, entretanto neste preparo o solvente é adicionado à formulação (5 mL), o que 

ocorre na fase oleosa. Além disso, da fase aquosa é retirado o volume que se adiciona do solvente. Este 

protocolo foi aplicado para todas as concentrações do solvente testadas (1,25; 2,5%; 5%; 7,5%; 10%; 

12,5%; 15%, 20%, 25%). Para as NLS-AlPc-NaDES o procedimento é o mesmo, entretanto, após a 

fusão da fase oleosa é adicionada a AlPc, cuja concentração final na formulação é de 20 µM. 

4.5. Congelamentos  

Para avaliar o efeito crioprotetor do NaDES nas formulações de NLS, foram testados três tipos 

de congelamento: lento (-20°C), rápido (-80°C) e ultrarrápido (-196°C). Para cada temperatura os 

parâmetros coloidais de Diâmetro Hidrodinâmico (DH), Índice de Polidispersão (PDI) e Potencial Zeta 

(PZ) foram avaliados após o congelamento das NLS por técnica de espalhamento dinâmico da luz (do 

inglês-DLS, Dynamic Light Scattering), no equipamento ZetaSizer SZ90 (Malven, EUA). 

4.6. Metodologias de Secagem das NLS 

As NLS foram submetidas a procedimentos de secagem visando a concentração de 

nanopartículas na amostra por meio de três metodologias distintas: concentração por vácuo e 

centrifugação, rotaevaporação e liofilização.  

4.6.1. Secagem por concentração a vácuo  

Triplicatas de amostras de NLS-Branca, NLS-ALPc e NLS-Branca-NaDES contendo 1000 µL 

foram submetidas à secagem por vácuo e centrifugação no equipamento Spped Vac Concentrator 

Savant SPD2010® e retiradas a cada hora durante um período de sete horas. Após a secagem as 

amostras foram diluídas em água destilada (1:10) e analisadas em ZetaSizer SZ90 (Malven, EUA) para 

avaliação do DH, PDI e PZ. 

 

 

https://www.microtrac.com/products/particle-size-shape-analysis/dynamic-light-scattering/
https://www.microtrac.com/products/particle-size-shape-analysis/dynamic-light-scattering/
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4.6.2. Secagem por rotaevaporação 

Amostras de 10 mL das NLS-Branca, NLS-AlPc, NLS-Branca-NaDES e NLS-AlPc-NaDES 

em triplicata foram submetidas a secagem por evaporação de solvente no equipamento 

Rotaevaporador® R-II a 250 mbar de pressão durante 5h. Após a rotaevaporação as amostras foram 

ressuspendidas em volume original e diluídas em água destilada (1:10) para a avaliação do DH, PDI e 

PZ. 

4.6.3. Secagem por liofilização 

 Triplicatas contendo 40 mL de amostra das das NLS-Branca, NLS-AlPc, NLS-Branca-NaDES 

e NLS-AlPc-NaDES foram previamente congeladas a -20°C e submetidas à desidratação por vácuo e 

baixas temperaturas em Liofilizador L101® por 72h, até sua completa desidratação. Posteriormente as 

amostras liofilizadas foram armazenadas em dessecador contendo sílica. Para a avaliação do DH, PDI 

e PZ 10 mg da amostra liofilizada foram ressuspendidas em 1000 µL de água destilada. 

 

4.7.Caracterização Físico-Química das NLS 

4.7.1. Estabilidade coloidal 

As formulações de NLS foram avaliadas pelo período de 365 dias sob quatro condições de 

armazenamento: temperatura ambiente (25°C), resfriamento (4°C), aquecimento (37°C) e 

congelamento (-20°C). Para a determinação dos parâmetros coloidais de DH, PDI e PZ foi utilizado o 

equipamento ZetaSizer SZ90 (Malven, EUA) e cubetas poliestireno. A análise de DH e PDI foi 

realizada pela técnica de espalhamento dinâmico da luz e o PZ por mobilidade eletroforética. Para a 

análise todas as amostras foram diluídas na proporção de 1:10 em água destilada.  

4.7.2. Espectroscopia de absorção e fluorescência  

Os espectros de absorbância e fluorescência foram traçados na região visível do espectro 

eletromagnético com valores de absorbância mensurados mediante varredura espectral entre os 

comprimentos de onda de 350-750 nm, apresentando resolução de 1 nm. A fluorescência foi mensurada 

sob excitação de 350 nm e emissão entre 360-750 nm, com resolução de 1 nm. 

Todas as NLS desenvolvidas foram avaliadas em dispersões aquosas na concentração de 5 µM 

(concentração referente à AlPc). Para a AlPc os espectros foram traçados em meio aquoso e em etanol 

e para o NaDES, em meio aquoso, ambos seguindo a mesma diluição das NLS. Para o ensaio foram 

utilizadas placas de 96 poços transparentes (absorbância) e pretas (fluorescência), nas quais foram 
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depositados, em triplicata, 200 µL de cada amostra.  As análises foram conduzidas no 

espectrofotômetro Varioskan - ThermoFisher, EUA. 

4.7.3. Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) 

As amostras foram preparadas e depositadas em cristal de diamante em estados físicos distintos, 

devido suas especificidades, sendo estes: (i) sólido (ácido cítrico, cloreto de colina e AlPc), (ii) líquido 

(glicerol, NaDES, misturas físicas e os nanossistemas não liofilizados) e (iii) com aspecto pastoso 

(nanossistemas liofilizados). Os espectros foram adquiridos no modo refletância total atenuada (ATR), 

utilizando o espectrofotômetro Vertex 70 (Bruker Corporation, EUA) e processados com o software 

OPUS 7.2 (Bruker Corporation, EUA), na região compreendida entre 4.000 a 500 cm-1, com resolução 

de 4 cm-1 e 32 scans. Os dados foram analisados no software OriginPro 2015 (OriginLab Corporation, 

EUA). 

4.7.4. Estabilidade em fluido gastrointestinal simulado 

A fim de se avaliar o comportamento das NLS diante das condições proporcionadas pela via de 

administração oral, foram preparados dois meios para a estabilidade em fluido gastrointestinal 

simulado: o fluido gástrico simulado (FGS) e o fluido intestinal simulado (FIS). O preparo de FGS foi 

realizado com NaCl, HCl, pepsina e água, ao passo que o preparo de FIS envolveu KH2PO4, pancreatina 

e água, conforme descrito por Han, 2012102. 

Para o ensaio de estabilidade em fluido gastrointestinal simulado as NLS foram adicionadas ao 

FGS na proporção de 1:5 e incubadas em banho maria a 37°C com agitação lenta por 2h. Após a 

digestão simulada em FGS, esta mistura foi adicionada ao FIS na proporção de 1:1, onde foi mantida 

por 4h. Amostras de 1 mL de NLS foram coletadas nos tempos de 2h, 4h e 6h de digestão e diluídas 

em água destilada (1:10) para avaliação dos parâmetros coloidais em ZetaSizer SZ90 (Malven, EUA).  

4.8. Caracterização morfológica das NLS 

4.8.1. Microscopia Eletrônica de Transmissão 

As NLS foram previamente diluídas na proporção de 1:200 (v/v) em água destilada e 5 µL de 

amostra foram depositados em grids de cobre de 400 mesh revestidos com filme de Formvar. Após 24h 

de deposição, as amostras foram contrastadas com vapor de tetróxido de ósmio a 2% durante dois 

minutos e posteriormente analisadas em microscópio eletrônico de transmissão JEOL 1011 (Tóquio, 

Japão) operado com 80 kV de tensão. 
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4.8.2. Microscopia Eletrônica de Varredura 

Devido à resolução limitada do microscópio utilizado, apenas as NLS liofilizadas e 

ressuspendidas, por apresentar maior diâmetro hidrodinâmico, foram analisadas neste equipamento. A 

fim de se evitar análises equivocadas com a fita de carbono, os grids de cobre de 400 mesh revestidos 

com filme de Formvar foram colocados sobre a fita de carbono em stubs metálicos e somente depois 

as amostras foram depositadas. As NLS liofilizadas foram previamente ressuspendidas e diluídas na 

proporção de 1:200 (v/v) em água destilada e depositadas em volume de 5 µL no grid sobre o stub, 

sendo posteriormente contrastadas com vapor de tetróxido de ósmio a 2% durante 5 minutos. Após 

24h da deposição, as amostras foram metalizadas por um minuto no Metalizador SCD 500 (LEICA, 

Germany) e depois analisadas no Microscópio Eletrônico de Varredura JSM-7001F (JEOL, Japan). 

4.9. Ensaios Biológicos  

4.9.1. In Vitro 

4.9.1.1. Manutenção das linhagens celulares 

Visando o tratamento do melanoma, a linhagem celular utilizada para o trabalho foi a B16-F10 

(ATCC CRL-6475™), de melanoma murino, cultivadas em meio DMEM suplementado com 1% de 

solução antibiótica e 10% de soro fetal bovino (SFB). As células foram mantidas em incubadora 

umidificada com 5% de CO2 à temperatura de 37°C. Repiques foram realizados com solução 0,25% 

de tripsina-EDTA (Gibco, USA).  

 

4.9.1.2. Ensaio de Viabilidade Celular 

Para avaliar a toxicidade celular das NLS desenvolvidas foi realizado ensaio de viabilidade 

celular com células B16-F10. Para o tratamento 3x103 células foram semeadas por poço em placas de 

96 poços e após 24h foram tratadas por 15 minutos com diferentes concentrações (0,002; 0,02; 0,2; 2; 

20; 200 e 2000 nM) das NLS, NaDES e AlPc em sua forma livre ou foram mantidas apenas com meio 

de cultivo (grupo controle). As concentrações utilizadas referem-se à concentração de AlPc, sendo que 

para os tratamentos que não envolveram o fármaco, foi utilizado o volume correspondente. 

 Para o ensaio no escuro os grupos de tratamento envolveram as NLS-Branca, NLS-Branca-

NaDES, NLS-AlPc, NLS-AlPc-NaDES, NaDES, AlPc em etanol, além do grupo controle e para o 

ensaio com TFD os grupos de tratamento envolveram NLS-Branca, NLS-Branca-NaDES, NLS-AlPc, 

NLS-AlPc-NaDES, NLS-AlPc-NaDES-Liof-Res, AlPc em etanol e o grupo controle. Após os 15 
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minutos de tratamento, as células foram lavadas com PBS e mantidas no escuro (para o caso do ensaio 

sem uso de TFD).  

Para os ensaios utilizando a TFD, as células após tratadas foram irradiadas por 10 min, a 10 cm 

de distância com luz LED (660 nm a 25,9 J/cm2 de densidade de energia). Após este procedimento, as 

células foram incubadas a 37°C por 24h. Após 24h do tratamento as células foram incubadas por 4h 

com solução de MTT (0,5 mg/mL em meio de cultura). Posteriormente toda a solução de MTT foi 

retirada e foram adicionados 200 µL de DMSO em cada um poço para a dissolução dos cristais de 

formazan e determinação da viabilidade celular. Para este ensaio foi utilizado como base protocolo já 

estabelecido pelo grupo de pesquisa, sendo o tempo de tratamento e as configurações da TFD 

previamente estudadas por Mello, et al., 2022101, onde constatou-se que o tempo de internalização das 

NLS ocorre após 15 minutos de tratamento. 

A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio padrão por brometo de 3-(4,5- dimetiltiazol-

2-il)-2,5-difeniltetrazólio (MTT) segundo as recomendações do fabricante e os valores de absorbância 

foram obtidos por espectrofotômetro (Varioskan - ThermoFisher, EUA), com leitura em comprimento 

de onda de 595 nm. Para o cálculo da porcentagem de inibição comparou-se a densidade celular das 

células tratadas com a das células controle no mesmo período de incubação. Ressalta-se que o 

experimento foi realizado em quadruplicada e com três eventos independentes. 

4.10. Análises Estatísticas 

 

 Os dados provenientes dos resultados obtidos foram submetidos a análises estatísticas com 

testes específicos de confiança estatística de 95% e analisados em programa GraphPad Prism® 9.0. 

 

5. Resultados 

5.1. Desenvolvimento das NLS 

O desenvolvimento das NLS contendo NaDES utilizou como base as formulações de NLS já 

estabelecidas por Mello, et al., 2022101. Inicialmente, a fim de se compreender o comportamento da 

adição do solvente à formulação das nanopartículas, o NaDES foi adicionado em diferentes 

concentrações à formulação de NLS-Branca, e somente depois de selecionada a formulação com 

parâmetros coloidais mais adequados o solvente foi adicionado à NLS contendo o fotossensibilizador 

(NLS-AlPc). 

Observa-se que a adição do solvente em baixas quantidades leva a um pequeno aumento no 

DH das partículas, que passam de 50 nm para aproximadamente 70 nm, assim como o seu PDI, que 
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passa de 0,100 para 0,180 (Figura 8).  Entretanto, conforme se aumenta a quantidade do solvente, estes 

parâmetros coloidais se mantêm estáveis até a concentração de 12,5% do solvente (v:v), mostrando 

que não há alterações significativas na formulação. Já para concentrações mais altas do solvente (a 

partir de 15%), há um aumento expressivo no DH das partículas, que chegam a atingir mais que o 

dobro do seu tamanho original. O mesmo ocorre com o PDI, que atinge valores muito altos (> 0,2), 

indicando que o aumento de NaDES na formulação de NLS em altas concentrações pode interferir na 

polidispersividade das partículas. 

 

Figura 8. Parâmetros coloidais de formulações de NLS-Branca e NLS-Branca-NaDES com diferentes concentrações 

do solvente. O gráfico representa os parâmetros coloidais de diâmetro hidrodinâmico (DH) e índice de polidispersão (PDI) 

das formulações de NLS-Branca-NaDES. Foram feitas formulações contendo 0; 1,25; 2,5; 5; 7,5; 10; 12,5; 15; 20 e 25% 

de solvente em sua composição. Para cada quantidade de solvente adicionada, a mesma quantidade de água foi retirada. 

Em 0% temos a formulação de  nanopartículas sem nenhuma adição do solvente, sendo portanto, a NLS-Branca. Os dados 

representam a média ± SEM de triplicadas das formulações. 

5.2. Congelamento das NLS 

Considerando que uma das metodologias (liofilização) para concentrar as nanopartículas 

utilizadas no trabalho requer congelamento prévio e que o solvente verde utilizado nas formulações de 

NLS apresenta potencial em atuar como crioprotetor, testes de congelamento das NLS-Branca-NaDES 

em diferentes concentrações foram realizados visando avaliar este potencial crioprotetor do NaDES 

nas NLS, bem como a viabilidade de protocolos para a concentração das nanopartículas. 

A NLS-Branca, que não continha nenhuma concentração do solvente em sua formulação, foi 

desestabilizada em todas as formas de congelamento analisadas, tendo seu DH atingido até 300 nm e 

seu PDI muito elevados, chegando a 0,4 após os procedimentos (Figura 9), enquanto as formulações 

de NLS que possuem maior concentração de solvente se comportaram melhor durante o congelamento 

(exceto para o congelamento a -80 °C), uma vez que seus parâmetros coloidais são pouco alterados, o 
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que não ocorre para as formulações com baixas concentrações de solvente, as quais são facilmente 

degradadas sob congelamento.  

  

 

Figura 9. Parâmetros coloidais das formulações de NLS-Branca e NLS-Branca-NaDES com diferentes 

concentrações do solvente após submetidas a diferentes congelamentos. O gráfico representa os parâmetros coloidais 

de diâmetro hidrodinâmico (DH) e índice de polidispersão (PDI) das formulações de NLS-Branca e NLS-Branca-NaDES 

submetidas a três tipos de congelamento: congelamento lento a -20°C (A), congelamento rápido a -80°C (B) e 

congelamento ultrarrápido com nitrogênio líquido a -196°C (C). Em  Em 0% temos a formulação de  nanopartículas sem 

nenhuma adição do solvente, sendo portanto, a NLS-Branca. Os dados representam a média ± SEM de triplicadas das 

formulações. 

 Dos três tipos de congelamento, os que se mostraram mais adequados para as NLS foram o 

congelamento lento a -20°C (Figura 9.A)  e o congelamento ultrarrápido a -196°C (Figura 9.C), pois 

as partículas não sofreram aumentos significativos em seu DH e nem em seu PDI para as formulações 

com concentrações a partir de 7,5% do solvente. Tal fato pode ser observado também pela avaliação 

do aspecto visual das formulações, representado na Figura 10.  

 

Figura 10. Imagem das NLS-Branca-NaDES com diferentes concentrações de solventes após congelamento lento. A 
imagem representa o aspecto visual das NLS-Branca-NaDES contendo 1,25; 2,5; 5; 7,5; 10 e 12,5% de NaDES em sua 

composição após o congelamento lento a -20°C. Observa-se que as NLS que apresentam menor concentração de NaDES 

apresentam aspecto mais turvo após o congelamento, o que indica uma aumento no DH das partículas, enquanto as NLS 

com maiores concentrações do solvente se mantêm translúcidas mesmo após serem congeladas. 
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Para o congelamento rápido a -80°C (Figura 9.B) nenhuma das formulações resistiu à 

degradação, tendo seu DH e PDI aumentados expressivamente. O congelamento ultrarrápido com 

nitrogênio líquido a -196°C (Figura 9.C) apresentou comportamento semelhante ao congelamento 

lento. A formulação de NLS-Branca-NaDES com 12,5% do solvente se manteve estável tanto em 

congelamento lento quanto no congelamento ultrarrápido, entretanto, devido ao baixo custo e maior 

viabilidade, a metodologia de congelamento lento a -20°C foi selecionada para dar seguimento aos 

demais protocolos que envolvem o congelamento das NLS.  

Vale ressaltar que os testes de congelamento foram realizados com as formulações contendo 

até 12,5% de NaDES, visto que para as demais concentrações as NLS apresentaram parâmetros 

coloidais insatisfatórios mesmo antes do congelamento. 

Diante do perfil coloidal apresentado, a formulação de NLS contendo 12,5% do solvente, por 

se apresentar como a formulação de maior incorporação do solvente mantendo os parâmetros coloidais 

foi selecionada para dar continuidade aos experimentos, assim como a metodologia de congelamento 

lento a -20°C. 

 

5.3. Metodologias de Secagem das NLS 

5.3.1. Secagem por concentração a vácuo 

 O procedimento de secagem por vácuo e centrifugação em Speed Vac levou ao aumento 

significativo no DH e PDI de todas as NLS analisadas, em especial nas três primeiras horas de secagem, 

quando é observado uma tendência crescente destes parâmetros. O mesmo ocorreu para o PZ, que 

sofreu flutuações ao longo de todo o período, apresentando, entretanto, desvios menores (Figura 11). 

 A cinética de estabilidade da NLS-Branca e NLS-AlPc durante o período de secagem 

apresentaram similaridade para todos os parâmetros analisados (DH, PDI e PZ) (Figura 11.A e Figura 

11.B), o que se diferencia da formulação com NaDES. Tal semelhança pode ser dada pelo fato de que 

ambas possuem igual base lipídica, diferenciando-se apenas na incorporação do fotossensibilizante, o 

que implicaria na pequena diferença entre elas. 
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Figura 11. Parâmetros coloidais das formulações de NLS-Branca, NLS-AlPc e NLS-Branca-NaDES 12,5% após 

secagem por vácuo e centrifugação em Speed Vac. O gráfico representa os parâmetros coloidais de diâmetro 

hidrodinâmico (DH), índice de polidispersão (PDI) e potencial zeta (PZ) das formulações de NLS-Branca (A), NLS-AlPc 

(B) e NLS-Branca-NaDES contendo 12,5% de solvente em sua formulação (C) após 7h de secagem por vácuo e 

centrifugação. Os dados representam a média ± SEM de triplicadas das formulações. 

 Apesar de apresentar também muitas alterações, destaca-se a diferença de comportamento da 

formulação de NLS-Branca-NaDES 12,5% em relação às demais, que apesar de apresentar aumento 

significativo em seus parâmetros coloidais, com DH atingindo 130 nm e PDI de 0,5, apresenta desvios 

padrões menores (Figura 11.C), demonstrando que a adição do solvente à formulação pode implicar 

em alterações que auxiliam na redução dos desvios, ainda que não implique na manutenção das 

propriedades coloidais. 

 Tal procedimento de secagem promoveu também alterações em aspectos observados 

visualmente nas NLS analisadas, conferindo-lhes aspecto turvo e mais oleoso, sendo, entretanto, 

menos intenso nas NLS formuladas com NaDES a 12,5%, o que corrobora com os resultados 

anteriormente apresentados sobre aumento de tamanho das NLS, que pôde ser observado também de 

forma macroscópica (Figura 12). 

 Mediante os resultados obtidos, a metodologia de secagem por vácuo e centrifugação não foi 

considerada adequada para concentrar as NLS e por isso não se procedeu com este ensaio para as NLS-

AlPc-NaDES. 
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Figura 12. Imagem da NLS-Branca NaDES (à esquerda) e NLS-Branca (à direita) após 1h de secagem sob vácuo e 

centrifugação em Speed Vac. Observa-se que ainda no início da secagem, logo após 1h já é possível observar diferença 

nos aspectos visuais das nanopartículas. As NLS-Branca NaDES (à esquerda) mantiveram a sua característica macroscópica 

mais conservada em relação à NLS-Branca, a qual apresentou maior turbidez e sinais de degradação. A cor azulada das 

formulações deve-se ao efeito Tyndall. 

5.3.2. Secagem por rotaevaporação 

A secagem das NLS por rotaevaporação de solventes, assim como as demais metodologias, 

resultou em aumento no DH de todas as NLS (Figura 13), entretanto, nesta metodologia o DH atingiu 

valores maiores, chegando a próximo de 500 nm (Figura 13.D). Os valores de PDI apresentaram grande 

semelhança, de modo que após a rotaevaporação ficou próximo de 0,4 para todas as formulações. 

Conforme observado também nas demais metodologia de secagem, o PZ não foi alterado de forma 

considerável. O aumento no DH das partículas também pôde ser observado de forma macroscópica, 

como ilustra a Figura 14. 

Não foram constatadas diferenças expressivas entre o comportamento das NLS contendo 

NaDES em relação às que não apresentam o solvente em sua formulação, de modo que todas sofreram 

aumento significativo após o procedimento de liofilização. Ademais, a rotaevaporação resultou 

também em amostras com maior desvio padrão, apresentando-se como uma metodologia de difícil 

reprodutibilidade e que promove a degradação das partículas, não sendo adequada para promover a 

concentração das mesmas. 
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Figura 13. Parâmetros coloidais das formulações de NLS-Branca, NLS-AlPc, NLS-Branca-NaDES 12,5% e NLS-

AlPc-NaDES 12,5% antes e depois da secagem por rotaevaporação. O gráfico representa os parâmetros coloidais de 

diâmetro hidrodinâmico (DH), índice de polidispersão (PDI) e potencial zeta (PZ) das formulações de NLS-Branca (A), 

NLS-AlPc (B), NLS-Branca-NaDES (C) e NLS-AlPc-NaDES (D) contendo 12,5% de solvente em sua formulação antes e 

depois do procedimento de secagem por 5h em rotaevaporação. Os dados representam a média ± SEM de triplicadas das 

formulações. 

 

 

Figura 14. Imagem da NLS-Branca-NaDES (A) e NLS-AlPc-NaDES (B) antes e após a secagem por rotaevaporação. 
À esquerda a NLS-Branca-NaDES e à direita a NLS-AlPc-NaDES,  antes e após a rotaevaporação, respectivamente. 

Observa-se o aspecto mais leitoso e turvo das amostras após o procedimento de secagem. Ressalta-se que as NLS 
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submetidas a rotaevaporação foram ressuspendidas em seu volume original para avaliação e comparação de seus aspectos 

macroscópicos. 

5.3.3. Secagem por liofilização 

 Utilizando como base os testes de congelamento previamente realizados, as NLS contendo 

12,5% de NaDES (NLS-Branca-NaDES e NLS-AlPc-NaDES) congeladas a -20°C foram selecionadas 

para a secagem por liofilização, juntamente com as NLS-Branca e NLS-AlPc, visto que esta 

metodologia requer congelamento prévio das amostras. 

 Após o processo de secagem por liofilização foi observado aumento expressivo no DH de todas 

as NLS (Figura 15). Para as NLS que não possuem NaDES em sua formulação (Figura 15.A e Figura 

15.B) o processo levou a um aumento de aproximadamente duas vezes no DH das partículas, assim 

como o PDI, que chegou a atingir aproximadamente 0,6. O PZ não foi alterado de forma expressiva 

(Tabela 4). 

 Para as formulações de NLS contendo NaDES (Figura 15.C e Figura 15.D), apesar de haver 

aumento no DH, ele é menos expressivo na NLS-Branca-NaDES. É importante ressaltar que para estas 

formulações o PDI se mantém praticamente inalterado, indicando que mesmo após a liofilização, 

embora as partículas tenham aumentado de tamanho, elas continuam dispersas, o que é bastante 

positivo considerando o estresse ao qual foram submetidas.  
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Figura 15. Parâmetros coloidais das formulações de NLS-Branca, NLS-AlPc, NLS-Branca-NaDES 12,5% e NLS-

AlPc-NaDES 12,5% antes e depois da secagem por liofilização. O gráfico representa os parâmetros coloidais de diâmetro 

hidrodinâmico (DH), índice de polidispersão (PDI) e potencial zeta (PZ) das formulações de NLS-Branca (A), NLS-AlPc 

(B), NLS-Branca-NaDES (C) e NLS-AlPc-NaDES (D) contendo 12,5% de solvente em sua formulação antes e depois do 

procedimento de secagem por liofilização. Os dados representam a média ± SEM de triplicadas das formulações. 

 

Tabela 4. Parâmetros coloidais das NLS sem NaDES e das NLS contendo NaDES antes do processo de liofilização.  

ANTES DA LIOFILIZAÇÃO 

 DH (nm) PDI PZ (mV) 

NLS-Branca 45,32 ± 0,411 0,096±0,006 -16,73±1,034 

NLS-AlPc 47,48±0,591 0,2±0,012 -15,33±0,377 

NLS-Branca-

NaDES 12,5% 

66,77±0,553 0,185±0,01 -1,51±0,131 

NLS-AlPc-NaDES 

12,5% 

60,89±0,038 0,186±0,11 -1,69±0,079 

 

A tabela representa a média ± SEM dos parâmetros coloidais de diâmetro hidrodinâmico (DH), índice de polidispersão 

(PDI) e potencial zeta (PZ) das NLS-Branca, NLS-AlPc, NLS-Branca-NaDES  12,5% e NLS-AlPc-NaDES 12,5% antes 

do processo de liofilização. 
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 O PZ das NLS contendo NaDES também se manteve bastante estável após o procedimento de 

secagem por liofilização (Tabela 5). No que diz respeito ao aspecto visual e macroscópico da 

formulação após a liofilização e ressuspensão, elas se mantiveram muito semelhantes aos da 

formulação não submetidas à liofilização, com aspecto translúcido e igual coloração (Figura 16), não 

apresentando indícios de degradação, mesmo tendo passado por distintos processos, o que indica 

potencial promissor para a metodologia de concentração utilizada. 

 Devido ao sucesso no procedimento de secagem das NLS por liofilização, apresentando-se 

como a única metodologia testada viável para a concentrar as NLS sem gerar alterações significativas 

em seus parâmetros coloidais, esta foi a metodologia utilizada para dar seguimento aos demais ensaios. 

 

Tabela 5. Parâmetros coloidais das NLS sem NaDES e das NLS contendo NaDES depois do processo de liofilização.  

DEPOIS DA LIOFILIZAÇÃO 

 DH (nm) PDI PZ (mV) 

NLS-Branca 153,167±2,04 0,467±0,014 -22,2±0,455 

NLS-AlPc 104,63±2,45 0,553±0,02 -16,83±0,33 

NLS-Branca-

NaDES 12,5% 

104,43±1,239 0,287±0,945 -1,98±0,942 

NLS-AlPc-NaDES 

12,5% 

134,9±0,432 0,255±0,014 -2,01±0,096 

 

A tabela representa a média ± SEM dos parâmetros coloidais de diâmetro hidrodinâmico (DH), índice de polidispersão 

(PDI) e potencial zeta (PZ) das NLS-Branca, NLS-AlPc, NLS-Branca-NaDES  12,5% e NLS-AlPc-NaDES 12,5% após o 

processo de liofilização. 

 

 

 

Figura 16. Imagem da NLS-AlPc-NaDES antes (à esquerda) e após a liofilização (à direita). A NLS-AlPc-NaDES foi 

ressuspendida em seu volume original após o processo de liofilização, visando comparar os aspectos visuais da formulação 
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após o procedimento de secagem por liofilização. Observa-se que ambas as formulações apresentam aspectos 

macroscópicos muito semelhantes. 

 

5.4. Caracterizações Físico-químicas 

5.4.1. Estabilidade Coloidal  

 A estabilidade coloidal das NLS-Branca NaDES e NLS-AlPc-NaDES (não liofilizadas) foi 

analisada por um período de 365 dias sob quatro condições de armazenamento: temperatura ambiente 

(25°C), em geladeira (4°C), em estufa (37°C) e sob congelamento (-20°C). As análises de estabilidade 

em estufa duraram apenas 210 dias em decorrência da separação de fase das amostras. Análises de 

regressão linear simples foram realizadas para avaliar a significância estatística da estabilidade nas 

diferentes amostras. Os resultados obtidos encontram-se indicados na Figura 17 e Figura 18.  

 A NLS-Branca-NaDES apresentou-se estável em temperatura ambiente e em geladeira para os 

três parâmetros analisados (DH, PDI e PZ) ao longo de todo o período, não apresentando alterações 

significativas (p>0,05) (Figura 17.A e Figura 17.B).  

 

Figura 17. Estabilidade coloidal da NLS-Branca-NaDES durante 365 dias. O gráfico representa os parâmetros 

coloidais de diâmetro hidrodinâmico (DH), índice de polidispersão (PDI) e potencial zeta (PZ) ao longo de 365 dias das 
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formulações de NLS-Branca-NaDES contendo 12,5% de solvente em sua formulação nas condições de (A) temperatura 

ambiente a 25°C, (B) resfriamento a 4°C, (C) congelamento a -20°C e (D) aquecimento a 37°C. Para a condição de 

aquecimento a amostra degradou antes de completar os 365 dias. Os dados representam a média ± SEM de triplicadas das 

formulações. 

 Dada a importância da condição de congelamento para o trabalho em questão, a mesma também 

foi a avaliada a fim de se compreender melhor o comportamento das NLS. Para tal condição, a NLS-

Branca-NaDES também apresentou estabilidade por 365 dias, não havendo alterações significativas 

em seus parâmetros (Figura 17.C). 

Entretanto, em estufa a NLS-Branca-Nades manteve-se estável por apenas 60 dias, quando 

sofreu degradação com separação de fases, tal armazenamento implicou em alterações significativas 

em seu DH e PDI a partir de 90 dias, quando é possível perceber uma tendência de crescimento no DH 

(Figura 17.D). A instabilidade apresentada pode se justificar pela alta temperatura de armazenamento, 

promovendo a degradação da manteiga, cujo ponto de fusão é de 32,5°C103.  

A NLS-AlPc-NaDES também se apresentou estável em temperatura ambiente e em geladeira 

ao longo de todo o período, tendo o mesmo ocorrido para a condição de congelamento, com valor de 

p>0,05 para todos os parâmetros (Figura 18.A, Figura 18.B e Figura 18.C), indicando que o tempo não 

levou a alterações significativas na estrutura da NLS. Já o seu armazenamento a 37°C levou à 

degradação das partículas, com aumentos expressivos em seu DH, em especial a partir de 90 dias 

(Figura 18.D).  
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Figura 18. Estabilidade coloidal da NLS-AlPc-NaDES durante 365 dias. O gráfico representa os parâmetros coloidais 

de diâmetro hidrodinâmico (DH), índice de polidispersão (PDI) e potencial zeta (PZ) ao longo de 365 dias das formulações 

de NLS-AlPc-NaDES contendo 12,5% de solvente em sua formulação nas condições de (A) temperatura ambiente a 25°C, 

(B) resfriamento a 4°C, (C) congelamento a -20°C e (D) aquecimento a 37°C. Para a condição de aquecimento a amostra 

degradou antes de completar os 365 dias. Os dados representam a média ± SEM de triplicadas das formulações. 

5.4.2. Espectroscopia de absorção e fluorescência 

 Para fins de compreensão a respeito do comportamento das NLS após a formulação com o 

NaDES, foram traçados os espectros de absorbância e fluorescência de todas NLS, bem como da AlPc 

nos diferentes meios. A Figura 19 ilustra o perfil de absorbância na região visível do espectro 

eletromagnético, compreendendo a faixa de 350 nm a 750 nm.  
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Figura 19. Espectro de absorbância de amostras de NLS sem NaDES e NLS com NaDES suspensas em solução 

aquosa, além da AlPc solubilizada em meio controle (água, etanol e NaDES). Todas as amostras apresentam 

concentração de 5µM, tendo como referência a AlPc. 

Conforme o esperado, os resultados não indicam um pico específico de absorção na faixa 

analisada para as amostras brancas, que incluem a NLS-Branca e a NLS-Branca-NaDES. O que se 

observa, entretanto, é que em decorrência da turbidez das amostras, compostas por nanopartículas, há 

uma maior absorção na faixa inicial do espectro analisado, o que provavelmente se deve aos compostos 

lipídicos ali presentes, já que para as demais amostras o mesmo não é observado. 

A AlPc em água também não apresenta pico de absorção característico, o que ocorre devido ao 

fato de que o fármaco não se solubiliza em meio aquoso, fazendo com que leve à formação de 

agregados que não absorvem a luz.  

O espectro da AlPc solubilizada em etanol apresenta dois picos característicos esperados, um 

em 608 nm e outro em 673 nm, além de apresentar a maior intensidade em relação aos demais 

espectros, uma vez que está em um meio cuja solubilização ocorre com facilidade. 

No que diz respeito à NLS-AlPc e NLS-AlPl-NaDES, é notável que ambas apresentam espectro 

semelhante em faixa de absorção (674 nm e 678 nm, respectivamente) e em intensidade de absorção, 

que apesar de ser menor do que AlPc em etanol, ainda é bastante considerável, tendo em vista sua 

formulação à base de água. 

Visando compreender também o comportamento da AlPc no solvente em estudo, o espectro de 

AlPc em NaDES foi traçado na mesma concentração das demais soluções. Destaca-se um pequeno 

pico de absorbância na faixa de 680 nm, bem próximo à faixa de absorção da AlPc em etanol. Apesar 
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de apresentar baixa intensidade, ela ainda existe, podendo indicar uma eventual solubilização da AlPc 

pelo NaDES. 

Visando analisar também o comportamento espectral de fluorescência das amostras mediante 

excitação, foi traçado o espectro de fluorescência com excitação em 350 nm e emissão de 360 nm a 

750 nm, conforme ilustra a Figura 20. 

 

 

Figura 20. Espectro de fluorescência (excitação em 350 nm) de amostras de NLS sem NaDES e NLS com NaDES 

suspensas em solução aquosa, além da AlPc solubilizada em meio controle (água, etanol e NaDES). Todas as amostras 

apresentam concentração de 5µM, tendo como referência a AlPc. 

Não houve emissão de fluorescência pelas NLS-Branca, NLS-Branca-NaDES e nem pela AlPc 

em Água, com os espectros se mantendo em linha basal. Os espectros das NLS-AlPc e NLS-AlPc-

NaDES apresentaram picos de emissão, em 682 nm e 654 nm, respectivamente, estando muito 

próximos e com igual intensidade, o que pode indicar que a adição do solvente à formulação não 

implicou em alteração na fluorescência da NLS, consequentemente, não interferindo na quantificação 

do fármaco. 

Alta intensidade de fluorescência foi apresentada pela AlPc em etanol, com pico em torno de 

680 nm, característico da AlPc e adequado para uso em TFD. A AlPc em NaDES, apesar de baixa 

intensidade, apresentou emissão por volta de 690 nm, o que representa um deslocamento batocrômico 

(para a região do vermelho) em relação à AlPc em etanol, o que pode não ter ocorrido para a NLS-

AlPc-NaDES em virtude da melhor solubilização da AlPc na nanoestrutura. 
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5.4.3. Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) 

Buscando avaliar eventuais modificações que (i) a incorporação do NaDES e os (ii) processos 

de liofilização e (iii) ressuspensão tenham induzido nos nanossistemas resultantes (sem e com AlPc), 

as formulações foram analisadas utilizando-se a técnica de FTIR. As Figura 21, Figura 22 e Figura 23 

ilustram os espectros obtidos e fornecem suporte para responder os pontos mencionados. 

Para responder o primeiro ponto (i), foi previamente analisado o perfil espectral do NaDES 

(Figura 21), juntamente com os constituintes envolvidos em sua formulação (glicerol (C3H8O3), ácido 

cítrico (C6H8O7), e cloreto de colina (C5H14ClNO). Observa-se uma composição complexa e as linhas 

tracejadas (1 a 12) representam os picos compartilhados entre o NaDES e seus constituintes. Os picos 

encontrados estão em consonância com a literatura 98. 

A banda alargada, situada em 3321 cm-1 (1) está relacionada ao grupamento ν(OH), enquanto 

os picos estreitos em 2934 cm-1 (2) e 2890 cm-1 (3) referem-se, respectivamente, aos grupamentos 

νas(CH2) e νs(CH2). As assinaturas em 1721 cm-1 (4) e 1646 cm-1 (5) podem estar correlacionadas ao 

ν(C=O). Na região do fingerprint (1500-500 cm-1), o pico forte e estreito, situado em 1035 cm-1 (10) 

pode estar relacionado ao νas(C-C-O), com indicativo correspondente tanto ao glicerol, quanto ao 

cloreto de colina. Os picos adicionais, médios e fracos, situados em 1411 (6), 1331 (7), 1205 (8), 1107 

(9), 991 (11) e 860 cm-1 (12) podem ser atribuídos, nesta ordem, à δ(C-O-H), ρ(C-O-H), ν(C-C-O), 

δ(OH), δ(OH), νs(C-C-O).  
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Figura 21. Espectro de absorção do infravermelho por transformada de Fourier para os componentes do NaDES 

isoladamente (Cloreto de Colina, Glicerol e Ácido Cítrico) e para o solvente (NaDES) já formulado.  
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Ao comparar os perfis espectrais resultantes das formulações sem o ativo, nomeadas  NLS- 

Brancas (Figura 22), nota-se  a presença significativa do perfil lipídico apresentado por todas as NLS, 

expresso pela manteiga de Murumuru, nas bandas correspondentes a 2921 cm-1 (2), 2850 cm-1 (3) e 

1741 cm-1 (4), e pelo Brij® O10, posto que este tensoativo é proveniente de éteres graxos de origem 

vegetal. Observa-se, também, que a incorporação do solvente à formulação gera alterações espectrais 

expressivas em relação às absorbâncias/intensidades relativas na região da banda do OH (3321 cm-1 

(1)) para os nanossistemas contendo NaDES; diferenciando-se também por apresentarem o pico 

referente ao νas(C-C-O) (10), situado em 1035 cm-1, característico do NaDES. 

Para responder o segundo ponto (ii), referente ao processo de liofilização, são comparadas as 

NLS-Branca-NaDES e NLS-Branca-NaDES-Liof. O perfil espectral do nanossistema, posteriormente 

à liofilização, sofre alterações relevantes, dadas pela ausência de água na amostra, induzindo variações 

nas ligações/grupamentos químicos observados; sendo bastante distintos em relação ao estágio anterior 

(NLS-Branca-NaDES), na região compreendida entre 1830 e 400 cm-1. Entretanto, ao serem 

ressuspendidas em meio aquoso, terceiro ponto (iii) mencionado, a formulação adquire um perfil 

espectral similar aos das NLS não submetidas ao processo de liofilização (NLS-Branca-NaDES), 

conforme verificado na amostra NLS-Branca-NaDES-Liof-Res (liofilizada e ressuspendida). 
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Figura 22. Espectro de absorção do infravermelho por transformada de Fourier para todas as amostras de NLS 

brancas (sem fármaco), bem como para os componentes que as integram: Murumuru, Brij O10, NaDES, NLS-

Branca, NLS-Branca-NaDES, NLS-Branca-NaDES-Liof e NLS-Branca-NaDES-Liof-Res. 
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 Para a NLS contendo o ativo AlPc e sem a presença do NaDES (NLS-AlPc, Figura 23), é 

observado um comportamento similar ao previamente descrito, onde a formulação apresenta o mesmo 

perfil espectral da NLS-Branca, sendo definido pela parte lipídica. Adicionalmente, sem apresentar 

alterações notáveis dadas pela adição da AlPc. Já para NLS-AlPc-NaDES, a incorporação do solvente 

(ponto (i)) provoca alterações nas ligações/grupamentos químicos, revelando um espectro análogo ao 

NaDES, indicando que a presença da AlPc contribui com esta modificação, posto que é a única 

distinção entre as formulações Brancas e aquelas contendo AlPc; notavelmente nas bandas/picos 

situados em 3321 cm-1 (1), 2921 cm-1 (2), 2850 cm-1 (3), 1741 cm-1 (4) e 1035 cm-1.  

 Relacionado ao processo de liofilização, ponto (ii), ao comparar os espectros das NLS-AlPc-

NaDES e NLS-AlPc-NaDES-Liof, observa-se comportamento similar ao que ocorre para as NLS 

Brancas, onde a retirada de água da formulação induz alterações no perfil espectral, mas a sua 

reinserção (ponto (iii)), representada no espectro NLS-AlPc-NaDES-Liof-Res (liofilizada e 

ressuspendida), resulta no rearranjo das ligações/grupamentos, resultando em um perfil espectral 

misto, com picos característicos tanto do NaDES quanto da parte lipídica, com destaque para os 

grupamentos νas(CH2) (2) e νs(CH2) (3), ν(C=O) (4) e δ(OH) (9). 
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Figura 23. Espectro de absorção do infravermelho por transformada de Fourier para todas as amostras de NLS 

contendo AlPc, bem como para os componentes que as integram: Murumuru, Brij O10, NaDES, AlPc, NLS-AlPc, 

NLS-AlPc-NaDES, NLS-AlPc-NaDES-Liof e NLS-AlPc-NaDES-Liof-Res. 
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5.4.4. Estabilidade em fluido gastrointestinal simulado 

Diante do interesse em tornar as NLS desenvolvidas no trabalho plataformas para a 

administração oral visando o tratamento de melanoma, foram realizados ensaios com fluido 

gastrointestinal simulado, de modo que possa se compreender melhor como as NLS se comportam 

tanto no fluido estomacal, quanto intestinal, de forma dinâmica. 

Para o ensaio foram utilizadas as NLS contendo NaDES em sua formulação (NLS-Branca-

NaDES e NLS-AlPc-NaDES) além das NLS contendo NaDES e submetidas ao processo de liofilização 

(NLS-Branca-NaDES-Liof-Res e NLS-AlPc-NaDES-Liof-Res), as quais foram ressuspendidas com 

um volume três vezes menor de água, fazendo com que sua concentração aumentasse em três vezes. 

É importante ressaltar que as leituras foram realizadas nos tempos de 0h (NLS antes de serem 

submetidas aos fluidos), após 2h em FGS, após 2h em FIS (totalizando 4h de digestão), e após 4h em 

FIS (totalizando 6h de digestão). Os resultados estão expressos na Figura 24. 

 

Figura 24. Estabilidade coloidal em fluido gastrointestinal simulado ao longo de 6h de digestão. Em (A) NLS-Branca-

NaDES, em (B) NLS-AlPc-NaDES, em (C) NLS-Branca-NaDES-Liof-Res e em (D) NLS-AlPc-NaDES-Liof-Res. O 

tempo de 0h representa as NLS antes da submissão aos fluidos gastrointestinais. O tempo de 2h representa as NLS em FGS 

e os tempos de 4h e 6h representam as NLS em FIS. Os dados representam a média ± SEM de três leituras diferentes. 
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As NLS não liofilizadas (Figura 24.A e Figura 24.B) apresentaram perfil muito semelhante ao 

longo de todo o ensaio, com o DH se mantendo bem estável e sem alterações significativas. Já o PDI 

dobrou de valor, perceptível após 4h de digestão, quando FGS foi adicionado ao FIS. Para estas 

amostras, o PZ apresentou também um pequeno aumento, passando a adquirir carga positiva. 

As NLS liofilizadas e ressuspendidas (Figura 24.C e Figura 24.D), apesar de apresentarem 

parâmetros coloidais iniciais mais elevados em decorrência da liofilização, permaneceram bastante 

estáveis ao longo de todo o ensaio, não apresentando alterações significativas para nenhum dos 

parâmetros analisados, o que pode ser observado pelas linhas traçadas no gráfico.  

De maneira geral, as NLS submetidas à liofilização comportam-se melhor mediante as 

alterações do fluido gastrointestinal simulado, visto que passam por todo o processo sem grandes 

alterações em seu tamanho e polidispersão e carga de superfície, o que demonstra o potencial da 

metodologia para tornar-se uma plataforma para administração oral. 

 

5.5. Caracterização Morfológica das NLS 

5.5.1. Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) 

A fim de se avaliar a estrutura das NLS antes e após o procedimento de liofilização, foram 

feitas imagens por microscopia eletrônica de transmissão (MET) das NLS-Branca-NaDES, NLS-AlPc-

NaDES (Figura 25), NLS-Branca-NaDES-Liof-Res e NLS-AlPc-NaDES-Liof-Res (Figura 26). 

As NLS não submetidas à liofilização apresentam estruturas de forma esferoidal e bastante 

monodispersas, com a NLS-Branca-NaDES apresentando tamanho médio de 133 nanômetros e núcleo 

mais eletrodenso (Figura 25.A). Já as NLS-AlPc-NaDES apresentam partículas com tamanho médio 

de 93 nm e pequenas regiões mais densas intercaladas por regiões menos densas, reflexo da 

incorporação de AlPc à nanopartícula (Figura 25.B). 
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Figura 25. Imagem de microscopia eletrônica de transmissão com magnificação de 10.000 vezes da NLS-Branca-

NaDES (A) e da NLS-AlPc-NaDES (B), com seus respectivos histogramas de distribuição do tamanho. 

Após submetidas à liofilização, observa-se que o formato esferoidal das nanopartículas se 

mantém, assim como o perfil de eletrodensidade, indicando que a metodologia de concentração não 

implicou em demasiadas alterações estruturais. Entretanto, devido ao processo de liofilização, as 

partículas apresentam maior polidispersão. A NLS-Branca-NaDES-Liof-Res apresentaram partículas 

com tamanho médio de 263 nm (Figura 26) ao passo que as e NLS-AlPc-NaDES-Liof-Res 

apresentaram partículas com tamanho médio de 323 nm. 
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Figura 26. Imagem de microscopia eletrônica de transmissão com magnificação de 5.000 vezes da NLS-Branca-

NaDES-Liof-Res (A) e da NLS-AlPc-NaDES-Liof-Res (B) com seus respectivos histogramas de distribuição do 

tamanho. 

5.5.2. Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

A  Figura 27 ilustra as imagens por varredura eletrônica das NLS liofilizadas e ressuspendidas. 

Conforme observado por MET, em MEV as NLS também apresentam formato esferoidal, além de 

superfícies lisas, entretanto, devido ao processo de liofilização, as partículas adquirem tamanhos 

maiores e mais variados, refletindo em sua polidispersão, que passa a ser maior também. 
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Figura 27. Imagem de microscopia eletrônica de varredura com magnificação de 10.000 vezes da NLS-Branca-

NaDES-Liof-Res (A) e da NLS-AlPc-NaDES-Liof-Res (B). 

 

5.6. Ensaios Biológicos in vitro 

5.6.1. Ensaio de viabilidade celular  

A fim de se avaliar a toxicidade das NLS para células de melanoma murino, foram realizados 

ensaios de viabilidade celular por MTT em células da linhagem B16-F10 com as NLS desenvolvidas 

no trabalho, conforme representado na Figura 28. 
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Figura 28. Análise da toxicidade das NLS mediante ensaio de viabilidade celular por MTT de células B16-F10 24h 

após o tratamento no escuro, sem irradiação (A) e com irradiação por TDF (B). O gráfico representa a curva de 

viabilidade celular em percentual após tratamento nas concentrações de indicadas, as quais se referem à AlPc. Os dados 

representam a média ± SEM da porcentagem de viabilidade celular de três experimentos independentes em quadruplicada. 

Para avaliar os efeitos na TFD, os ensaios foram realizados no escuro (Figura 28.A) e com 

irradiação (Figura 28.B) e as células foram tratadas com as NLS nas concentrações de 0,002; 0,02; 0,2; 

2; 20; 200 e 2000 nM. Para ambos os ensaios foram analisados os seguintes grupos: Controle (sem 

tratamento), NLS-Branca, NLS-Branca-NaDES, NLS-AlPc, NLS-AlPc-NaDES e AlPc em Etanol. O 

grupo NaDES foi avaliado apenas no ensaio sem irradiação, pois o objetivo era somente avaliar o seu 

0

50

100

150

TFD

Concentração (nM)

V
ia

b
il
id

a
d

e
 C

e
lu

la
r 

(%
) Controle

NLS-Branca

NLS-Branca-NaDES

NLS-AlPc

NLS-AlPc-NaDES

NLS-AlPc-NaDES-Liof-Res

AlPc em Etanol

0,002 0,02 0,2 2 20 200 2000

0

50

100

150

Escuro

Concentração (nM)

V
ia

b
il
id

a
d

e
 C

e
lu

la
r 

(%
) Controle

NLS-Branca

NLS-Branca-NaDES

NLS-AlPc

NLS-AlPc-NaDES

NaDES

AlPc em Etanol

0,002 0,02 0,2 2 20 200 2000

A

B



 

59 
 

efeito de toxicidade isoladamente, enquanto o grupo da NLS-AlPc-NaDES-Liof-Res foi avaliado 

apenas sob irradiação por TFD, visto que o interesse maior deste grupo se dá sob o efeito da TFD.  

Os resultados indicam que o tratamento apresenta característica de dose-dependência, visto que 

conforme sua concentração aumenta, a viabilidade é reduzida. O IC50 se apresenta por volta de 2 nM 

para a maioria dos tratamentos (Tabela 6 

Tabela 7), exceto para o NaDES isoladamente, o qual apresentou toxicidade apenas em 

concentrações muito altas, o que indica que o solvente de forma isolada não é tóxico, mas as 

nanopartículas sim. 

Tabela 6. Valores de IC50 para células B16-F10 tratadas após 24h (escuro). 

                                       Tratamento                                                      IC50 (nM) 

 
       NLS-Branca                                                      2,4 

 NLS-Branca-NaDES                                               2,0 

          NLS-AlPc                                                        2,6 

  NLS-AlPc-NaDES                                                  1,1 

           NaDES                                                           201,3 

     AlPc em Etanol                                                   1,5 

 
 
 

Tabela 7. Valores de IC50 para células B16-F10 tratadas após 24h (TFD). 

 
          Tratamento                                                       IC50 (nM) 

        NLS-Branca                                                      36,4 

 NLS-Branca-NaDES                                               31,5 

          NLS-AlPc                                                        0,8 

    NLS-AlPc-NaDES                                                 1,2 

                              NLS-AlPc-NaDES-Liof-Res                                            0,4 

                                        AlPc em Etanol                                                       1,1 

 
 

No ensaio de viabilidade sem irradiação observa-se que todas as NLS apresentam toxicidade 

muito semelhante entre si, incluído as NLS sem o fármaco, o que não é observado no tratamento com 

TFD, onde as NLS-Branca e NLS-Branca-NaDES não apresenta redução significativa da viabilidade, 

chegando a promover a proliferação celular. 

Buscando compreender se a adição do solvente à formulação das NLS juntamente com a 

metodologia de concentração utilizada interfere na toxicidade celular das nanopartículas, analisou-se 
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o perfil de toxicidade das NLS-AlPc-NaDES-Liof-Res mediante TFD, sendo possível perceber que o 

os procedimentos utilizados inferiram em aumento do perfil de toxicidade celular deste tratamento, 

visto que a NLS-AlPc-NaDES-Liof-Res apresentou-se mais tóxica do que a NLS-AlPc-NaDES. 

 

6. Discussão 

 O melanoma é um tipo de câncer de pele que tem origem nos melanócitos e em geral se 

apresenta de forma bastante agressiva e com alto potencial metastático. Apesar dos esforços, os 

tratamentos até então aplicados na clínica não levam a resultados satisfatórios, visto que a taxa de 

reincidência e mortalidade em decorrência do melanoma ainda são muito altas104–106. Portanto, fica 

evidente a necessidade da busca pelo desenvolvimento de novas tecnologias terapêuticas que resolvam 

essa problemática e atuem com eficácia no tratamento deste câncer. 

Neste contexto, uma alternativa terapêutica emergente é o uso de fotossensibilizantes de 

terceira geração para aplicação em terapia fotodinâmica. Recentemente, nosso grupo de pesquisa 

desenvolveu uma NLS carreadora do fotossensibilizante AlPc, que demonstrou alta fotocitotoxicidade 

in vitro contra células de melanoma murino101, entretanto em experimentos piloto com camundongos 

C57BL/6 observou-se baixa entrega deste fármaco na região tumoral por via de administração oral. 

Diante disso, o objetivo deste trabalho foi desenvolver uma plataforma para administração oral 

contendo fotossensibilizante de terceira geração em sua forma concentrada e associada a solvente 

verde para o tratamento de melanoma murino. A pesquisa resultou na primeira formulação de 

nanopartículas lipídicas sólidas associada a NaDES até então descrita, com potencial para se tornar 

uma plataforma de administração oral para o tratamento de melanoma. 

A escolha de um NaDES para o desenvolvimento das NLS ocorreu devido ao seu potencial de 

agregar valor à formulação de nanopartículas. Apesar de já haver descrições prévias da utilização de 

NaDES associada à síntese de nanopartículas, especialmente as metálicas107–109, não foram 

encontrados ainda registros na literatura que apresentem metodologias de formulação de 

nanopartículas lipídicas sólidas utilizando estes solventes. Além de se tratar de uma tecnologia recente 

e inovadora, os NaDES´s apresentam-se como solventes verdes resultantes da mistura de variados 

componentes orgânicos do metabolismo primário dos seres vivos. Devido à suas características 

químicas, estes solventes são vistos como alternativa ao uso de solventes tóxicos, podendo substituí-

los em várias situações e atuar de forma mais biodegradável e biocompatível110,111. Por apresentar 

inércia química com a água, o NaDES permitiu a sua substituição em até 12,5% sem alterações 



 

61 
 

significativas de DH e PDI nas NLS desenvolvidas neste trabalho (Figura 8), tornando a metodologia 

de formulação ainda mais sustentável98. 

Entretanto, apesar das vantagens apresentadas pelas nanopartículas lipídicas, elas ainda 

enfrentam algumas limitações que impedem a aplicação de alguns protocolos, como por exemplo o 

seu congelamento. Devido às tensões que ocorrem durante o processo de congelamento, juntamente 

com a formação de cristais de gelo, as NLS tendem a gerar agregados que levam ao aumento de seu 

tamanho e ao rompimento de sua estrutura, o que implica em sua degradação, sendo necessário, 

portanto, o uso de um crioprotetor112.  

Os resultados do congelamento das NLS (Figura 9) demonstraram o potencial do NaDES 

utilizado no trabalho em atuar como crioprotetor nas formulações, evitando a degradação das partículas 

durante o congelamento e possibilitando o preparo da amostra para a concentração pela metodologia 

de liofilização. Estudos já demonstraram o potencial crioprotetor dos NaDES para sistemas biológicos, 

como as células, de modo que estes solventes atuam impedindo a formação de cristais de gelo ou 

amenizando este processo113–115. Entretanto, não havia sido demonstrado ainda a capacidade dos 

NaDES em atuar como crioprotetores também em nanossistemas, sendo este um ponto de destaque do 

presente trabalho.  

A diferença entre os tipos de congelamento pode se dever principalmente à velocidade com que 

ocorrem, interferindo também na velocidade de formação dos cristais. No entanto, este não deve ser o 

único fator, visto que em congelamento rápido a -80°C constatou-se degradação das partículas mas o 

congelamento a -196°C, mesmo sendo instantâneo, manteve as propriedades das NLS para 

concentrações maiores do solvente, o que permite inferir também que a capacidade de crioproteção na 

formulação foi definida pelas quantidades do solvente, uma vez que maiores quantidades levam a 

maior estabilidade das NLS durante o processo. 

As metodologias de secagem visando a concentração das nanopartículas também ilustram a 

importância e o impacto do solvente nas formulações, pois o NaDES contribuiu para a manutenção da 

estrutura e dos parâmetros coloidais das NLS mediante as condições de estresse. Isso pode ocorrer não 

apenas devido à sua capacidade crioprotetora, mas também devido à ligação que o solvente pode 

formar com a água, tornando o sistema mais estável, de modo que mesmo que as formulações com 

NaDES sejam degradadas, elas aparentam se manter mais resistentes a flutuações e variações do que 

as que não apresentam o solvente em sua formulação.  

O trabalho demonstra que a secagem por vácuo e centrifugação (Figura 11), assim como a 

secagem por rotaevaporação (Figura 13) não resultaram em amostras viáveis, uma vez que levaram a 
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alterações nos parâmetros coloidais das nanopartículas, principalmente nos diâmetros hidrodinâmicos 

e na polidispersividade, o que poderia comprometer a sua funcionalidade e aplicação. Tais 

metodologias não foram encontradas na literatura como forma de concentração de nanopartículas, 

apenas como metodologias de formulação116,117.  

A metodologia de liofilização (Figura 15) apresentou resultados satisfatórios, mesmo com o 

aumento no tamanho das partículas, pois apesar dos crioprotetores atuarem formando uma camada 

protetora ao redor das partículas, impedindo que elas se agreguem durante a emoção da água, muitas 

vezes um aumento no DH ainda ocorre, o que  pode ser atribuído à força da ligação que estes 

crioprotetores fazem com a molécula de água, podendo ser maios forte ou mais fraca. Resultados 

similares foram observados também em outros trabalhos, que utilizaram diversos crioprotetores e 

observaram que o aumento no tamanho da partícula não interferiu nas demais aplicabilidades das 

NLS118–121. Entretanto, é importante ressaltar que em alguns casos a quantidade de crioprotetor 

necessária é bastante superior à utilizada no presente estudo122,123, o que lhe confere vantagens, visto 

que mesmo com baixa quantidade é possível obter resultados positivos, proporcionados pelo uso do 

solvente verde. 

Vale destacar também que a forma de preparo das NLS, com metodologia de baixa energia e 

utilizando compostos da biodiversidade brasileira baseados em economia circular, permitiu o 

desenvolvimento de nanocarreadores de grande caráter inovador e baixo custo de produção. A baixa 

complexidade e o caráter sustentável do processo de produção das formulações de nanopartículas 

podem facilitar a transição da tecnologia desenvolvida do laboratório para a fabricação em larga escala, 

tornando mais propício o processo de escalonamento industrial124. Ademais, a reprodutibilidade do 

processo e a integridade das formulações compõem aspectos críticos para garantir a qualidade e a 

eficácia do produto final no âmbito industrial125. 

A fim de se compreender melhor como a formulação das NLS com NaDES poderia interferir 

em suas propriedades, caracterizações físico-químicas foram realizadas. Os espectros de absorbância 

(Figura 19) e fluorescência (Figura 20) confirmam a manutenção das propriedades fluorescentes das 

NLS desenvolvidas, de modo que os picos de absorbância e fluorescência das amostras com AlPc 

encontram-se de acordo com achados da literatura, com absorção por volta de 680 nm, essencial para 

aplicação da TFD, como constatado por Muehlmann et al., 2014126. Ressalta-se também a semelhança 

entre os espectros traçados para as NLS que não possuem NaDES e para as que apresentam o solvente 

em sua composição, o que pode indicar que a adição do solvente à formulação não implicou em 
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alteração nas propriedades de fluorescência das NLS, consequentemente, não interferindo na 

quantificação do fármaco. 

A influência do solvente nas formulações desenvolvidas também se confirma pelos espectros 

obtidos por FTIR. Inicialmente, é importante ressaltar que, de acordo com o observado na Figura 21, 

a formulação do NaDES pôde ser constatada, dada a distinção entre os perfis espectrais do solvente e 

seus constituintes individuais, apresentando influência principalmente do glicerol, conforme reportado 

por Elderderi et al. (2020)127. Segundo Ghaedi et al. (2017)122 e Ozturk et al. (2018)128,129 picos de alta 

intensidade na banda de 3300 cm-1 (1) indicam que houve formação de ligações de hidrogênio entre o 

doador  e o aceptor de elétrons nos componentes que formam o NaDES, respectivamente, glicerol, 

ácido cítrico e cloreto de colina, de modo que os resultados obtidos corroboram com achados de Silva 

et al. (2020)98, que trabalhou com o mesmo NaDES em questão. 

A incorporação do NaDES nas NLS formuladas sem e com o ativo AlPc, respectivamente 

Figura 22 e Figura 23, induziu modificações químicas notáveis aos nanossistemas, permitindo inferir 

que a incorporação do solvente ocorreu de forma adequada, sendo um resultado compatível com o 

objetivo pretendido nesta pesquisa, considerando a substituição parcial da água por este solvente. A 

similaridade apresentada pelos espectros das NLS contendo NaDES antes (NLS-AlPc-NaDES) e 

depois da ressuspensão em meio aquoso (NLS-AlPc-NaDES-Liof-Res) sugere que a metodologia de 

concentração de partículas utilizada confere manutenção às formulações, realçado pelos grupamentos 

funcionais e perfis espectrais observados. Com isto, pode-se inferir que mesmo após o processo de 

liofilização as formulações avaliadas mantiveram-se íntegras, não apresentando indicativos 

significativos de degradação, o que destaca o potencial da liofilização como metodologia efetiva para 

a concentração de NLS contendo NaDES. 

Relacionado a AlPc, também foco desta pesquisa, ainda que suprimida nos espectros de FTIR 

resultantes, desempenha um papel crucial na modificação do perfil espectral, juntamente com o 

NaDES, e atua promovendo diferenças nas posições (deslocamentos), larguras, intensidades e formatos 

dos picos, que podem não ficar visíveis devido à sobreposição (overlapping) entre as bandas da matriz 

lipídica e do ativo, conforme encontrado em estudos semelhantes com nanopartículas lipídicas 

desenvolvidos por Almeida et al. (2018)130, que atribuiu esse comportamento à baixa interação 

fármaco-lipídio.  

A promissora aplicação das NLS com solvente verde desenvolvidas se dá também pela alta 

estabilidade coloidal que estas formulações apresentaram (Figura 17 Figura 18), mantendo-se estáveis 

por pelo menos 365 dias, o que é um ponto favorável à sua comercialização e armazenamento. A 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0889157519312207#bib0105
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0889157519312207#bib0185
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estabilidade apresentada pelas NLS por longos períodos e a variadas condições, como a resistência ao 

congelamento, são aspectos fundamentais e que, pensando ainda no processo de escalonamento 

industrial, certamente influenciarão na redução de custos de armazenamento e transporte, fatores 

importantes para a viabilidade de comercialização de um produto131.  

 Algo a se questionar, no entanto, é a carga de superfície das partículas, que apresentam perfil 

mais neutro. De acordo com Subramaniam et al. (2020)132 a carga de superfície ideal para 

nanopartículas deve ser superior a 30 (em módulo). Fato é que a composição das formulações interfere 

de forma significativa na carga de superfície das partículas, o que pode ter ocorrido devido à presença 

de compostos de carga neutra, como o Brij® O10, que é um surfactante não iônico133. Ademais, as 

partículas não apresentaram agregação a longo prazo, indicando que mesmo com carga neutra, a 

estabilidade não foi comprometida. Esta é uma discussão interessante de se abordar, visto que muitas 

vezes o ideal apresentado pela literatura não é atingido e por isso muitos resultados são interpretados 

de modo equivocado, interferindo em diversas outras análises. 

Uma vez estável para armazenamento, buscamos compreender se as NLS se mantinham 

estáveis também ao longo de fluidos gastrointestinais simulados, tendo em vista o objetivo de torná-

las uma plataforma/veículo para a administração oral no tratamento de melanoma. De maneira geral, 

tanto as NLS não liofilizadas quanto as submetidas à liofilização se mantiveram estáveis ao longo de 

todo o processo de digestão simulada (Figura 24). A estabilidade no tamanho das NLS indica que não 

houve degradação nem agregação das partículas, já que não houve diminuição nem aumento do DH. 

No FGS este fato se explica pela característica do surfactante utilizado na formulação, pois surfactantes 

não iônicos, devido à sua estrutura molecular, apresentam maior resistência a baixo pH, não 

apresentando floculação nem coalescência, deixando a formulação mais resistentes à ação da 

pepsina134,135.  

Já em fluidos intestinais, devido à presença de enzimas digestivas de lipídios, pode haver 

hidrólise da camada de surfactante que reveste a nanopartícula, resultando em sua degradação e 

posterior agregação136,137. Apesar disso, as NLS apresentaram-se estáveis também em FIS, 

corroborando com os resultados obtidos por Han et al., 2012102, em que lipossomas não sofrem 

alterações em seu tamanho quando presentes no mesmo fluido. Neste caso, a presença do solvente na 

formulação pode se tornar uma barreira física a mais de acesso às NLS, conferindo resistência à 

degradação lipídica, porém mais estudos são necessários para compreender melhor este fenômeno. 

Fato é que a estabilidade apresentada pelas NLS ao longo de todo o processo digestivo simulado indica 

que as partículas podem chegar ao intestino de forma íntegra e que a metodologia de concentração não 
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interferiu em seu comportamento, o que reafirma o potencial da metodologia para tornar-se uma 

plataforma de administração oral. 

Por outro lado, a não degradação das nanopartículas no trato gastrointestinal, além de conferir 

vantagens quando se objetiva a entrega do fármaco em sítios distantes, pode também apresentar 

desvantagens, a depender da via de internalização138,139. Há nanopartículas que não são internalizadas 

em sua forma íntegra, tendo sua estrutura rompida e apenas o fármaco liberado. Entretanto, para este 

estudo em questão, ensaios prévios realizados pelo grupo de pesquisa101 constataram que as NLS-AlPc 

são internalizadas integralmente pelas células tumorais, fato que torna interessante a sua resistência 

também aos fluidos gastrointestinais, possibilitando que a nanopartícula seja absorvida e chegue à 

região tumoral em sua forma íntegra. Contudo, investigar a via de internalização, assim como ensaios 

de simulação da absorção intestinal são necessários para possibilitar uma melhor compreensão também 

sobre o comportamento da NLS-AlPc-NaDES. 

Para avaliar a morfologia das partículas resultantes da formulação com NaDES a fim de se 

elucidar sua estrutura, foram realizadas as microscopias eletrônicas de transmissão (Figura 25 e Figura 

26) e varredura (Figura 27). Na MET observa-se diferentes padrões estabelecidos em decorrência da 

incorporação de AlPc na formulação, assim como encontrado por Mello et al. (2022)101 nas 

formulações que não apresentam NaDES em sua composição. Seguindo este padrão, as NLS-Branca-

NaDES apresentam-se mais eletrodensas, porém perdem o seu formato poliédrico, o que 

provavelmente ocorreu devido à presença do solvente. Para a NLS-AlPc-NaDES a estrutura se mantém 

muito similar a das NLS-AlPc, obtidas no trabalho anteriormente citado, com pequenas regiões mais 

escuras, o que se hipotetiza que seja a AlPc incorporada na matriz sólida das NLS. Para as NLS 

liofilizadas o padrão também se repete, indicando que o processo de liofilização não levou a alterações 

na morfologia das partículas. Entretanto, conforme esperado, há um aumento expressivo no tamanho, 

que também foi constatado pela MEV.  

Ainda sobre o tamanho das partículas, um ponto interessante a se discutir é a diferença 

encontrada entre as técnicas utilizadas. A medição do tamanho das partículas feita pela técnica de 

espalhamento dinâmico da luz se baseia no diâmetro hidrodinâmico das partículas em suspensão, 

enquanto a microscopia eletrônica tem como base o diâmetro da partícula seca140. Assim, o que se 

espera é que o tamanho das partículas obtidas por DLS sejam maiores do que as obtidas por 

microscopia eletrônica em decorrência da camada de solvatação que as recobrem. Entretanto, o que 

obtivemos foi o oposto, a média do diâmetro obtido pelo DLS se apresentou menor do que o obtido 

por MET. Muitos podem ser os motivos para a diferença de tamanho encontrada, como o preparo para 
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a MET, onde as partículas podem secar e se aglomerar, permitindo a visualização de partículas com 

formatos maiores. Além disso, a técnica de DLS leva em consideração o formato esférico das partículas 

em movimento browniano, de modo que formatos esferoidais possam não ser idealmente 

representados141. 

Como mencionado anteriormente, pela microscopia eletrônica foi possível observar o formato 

e a estrutura característica de NLS, com núcleos mais densos e o ativo encapsulado disperso neste 

núcleo lipídico, como é característico deste tipo de nanopartícula. Pensando desta forma e diante do 

caráter inovador da pesquisa desenvolvida com a adição de um NaDES às formulações, seria 

interessante também compreender como este solvente se organiza na estrutura das NLS. Entretanto, 

nem as técnicas de microscopias eletrônicas realizadas e nem o ensaio de FTIR possibilitaram a 

visualização da organização do NaDES na estrutura das partículas. Contudo, levando em consideração 

as características deste solvente e da formulação, é possível hipotetizar que, por se tratar de um solvente 

anfifílico, que pode em alguns casos atuar substituindo as ligações da molécula de água, ele se encontre 

presente em suspensão juntamente com água, interagindo com a superfície das nanopartículas. E do 

mesmo modo que não é possível visualizar a camada de surfactante que recobre as partículas, também 

não conseguimos visualizá-lo. Fato é que, por ser uma nova associação, ainda são necessários mais 

ensaios para melhor compreensão sobre como este solvente está localizado na estrutura das NLS. 

Uma vez caracterizadas, as NLS desenvolvidas neste trabalho foram submetidas a ensaios de 

viabilidade celular com células de melanoma murino para verificar a possível toxicidade apresentada 

por elas no tratamento de melanoma (Figura 28). A curva de viabilidade celular indica que o tratamento 

apresenta característica de dose-dependência, visto que conforme sua concentração aumenta, a 

viabilidade é reduzida. As células tumorais apresentaram alta sensibilidade ao tratamento, 

apresentando concentração inibitória de 50% (IC50) próxima de 2 nM para a maioria dos tratamentos, 

o que demonstra que baixas concentrações das nanopartículas são necessárias para promover a morte 

das células tumorais em comparação com outros estudos142,143. 

Quando se compara a viabilidade celular entre os tratamentos no escuro e sob irradiação com 

TFD é possível observar que apesar de apresentar toxicidade semelhante, nos tratamentos irradiados a 

toxicidade se apresenta menor, com a NLS-AlPc-NaDES-Liof-Res sendo ainda mais tóxica do que a 

NLS-AlPc-NaDES sem liofilizar, o que reforça o fato de que a metodologia de concentração das 

nanopartículas não interferiu negativamente em sua toxicidade in vitro contra células de melanoma 

murino. O mesmo acontece para as NLS que contém NaDES em sua composição, as quais também 

apresentam atividade similar às que NLS que não possuem NaDES. Como observado também no teste 
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de viabilidade celular, o solvente sozinho apresenta toxicidade apenas em altas concentrações, o que 

permite atribuir à toxicidade às nanopartículas, além de possibilitar melhor entendimento de como 

estes solventes se comportam mediante cultivo celular, visto que a maioria de suas aplicações até então 

conhecidas estão voltadas para outras áreas de estudo. 

É interessante destacar também que a NLS-Branca-NaDES apresenta toxicidade celular nos 

ensaios sem irradiação, entretanto, quando irradiada esta NLS deixa de ser tóxica, permitindo a 

proliferação das células tumorais, ainda que mínima. Esse aumento na quantidade de células viáveis 

quando irradiadas pode ocorrer devido ao fato de que a fototerapia também é utilizada como 

metodologia para induzir a cicatrização tecidual, pois a exposição das células a comprimentos de onda 

da luz vermelha e do infravermelho podem estimular a síntese de colágeno e modular a atividade 

celular144,145. No entanto, na presença do fármaco fotossensibilizante, não há aumento da proliferação 

celular, o que ressalta a importância de um FS para a terapia, assim como a seleção do melhor intervalo 

de concentração para o tratamento, visando evitar quaisquer efeitos indesejáveis da terapia. 

Apesar de apresentar perfil tóxico para células de melanoma murino, o que torna o tratamento 

proposto um potencial tratamento para o câncer de pele melanoma, estudos com linhagens não 

tumorais são necessários para se afirmar a seletividade do fármaco utilizado para as células tumorais 

avaliadas, assim como uma melhor avaliação das condições de teste e intervalos de concentração. 

Por se tratar de uma tecnologia inédita e inovadora, a combinação de NLS com NaDES 

representa um avanço significativo na pesquisa, podendo abrir novos caminhos para a formulação de 

nanopartículas em outras áreas terapêuticas, inclusive para outros cânceres. Por esse motivo, um 

pedido de patente está em processo de depósito, visando proteger a tecnologia desenvolvida e assegurar 

uma vantagem competitiva no mercado. 

Assim, os resultados obtidos no presente trabalho podem vir a contribuir de modo significativo 

para melhor compreensão do papel dos solventes verdes na formulação de nanopartículas e no 

tratamento do câncer, podendo abrir portas para novas descobertas e direcionamento da aplicação dos 

nanomateriais, uma vez que o uso de NaDES e outros compostos naturais pode reduzir custos em 

comparação com solventes tradicionais, além de agregar valor à formulação devido à sua 

sustentabilidade e biodegradabilidade. Essas características ressaltam a evidência do impacto positivo 

da utilização dos solventes verdes, em especial os NaDES´s, contribuindo para práticas mais 

sustentáveis nas variadas vertentes, e não apenas no contexto do câncer.  

Mas vai muito além disso, trata-se de uma discussão vasta e uma busca global por um 

desenvolvimento mais sustentável no Brasil. Segundo a portaria de nº 1.122 do Ministério da Ciência, 
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Tecnologia, Inovações e Comunicações, projetos de pesquisa voltados para o desenvolvimento de 

tecnologias e inovações, como o presente trabalho, foram definidos como prioridade146. A necessidade 

por alterativas mais viáveis ao planeta é tão alta, que os objetivos da Organização das Nações Unidas 

(ONU) para 2030 envolvem justamente a proteção do meio ambiente com ações mais sustentáveis e 

baseadas em inovações147.  

Portanto, os resultados obtidos na presente pesquisa fornecem evidências a respeito do 

desenvolvimento de formulações inéditas de nanopartículas lipídicas sólidas associadas a solvente 

verde como alternativa mais sustentável e biocompatível, apresentando grande potencial para se tornar 

uma plataforma para administração oral no tratamento de melanoma, além de contribuir com novas 

aplicações, tanto para o uso de NaDES quanto para as variadas vertentes da área de nanotecnologia, 

mostrando o quanto ambos têm a contribuir um com o outro e o quanto ainda há para ser explorado 

neste sentido.  

 

7. Conclusão 

Os resultados obtidos nesta pesquisa nos permitem concluir que: 

• Foi obtida formulação de nanopartículas lipídicas sólidas contendo 12,5% de NaDES baseadas 

em metodologia de baixa energia e com alto valor agregado; 

• Foi desenvolvido um fotossensibilizante de terceira geração a partir da associação de AlPc à 

formulação de nanopartículas lipídicas sólidas contendo NaDES; 

• O NaDES utilizado atua como crioprotetor nas formulações de NLS desenvolvidas mediante                      

congelamento a -20°C e -196 °C; 

• A metodologia de secagem por liofilização foi a mais adequada para promover concentração 

das nanopartículas, permitindo o aumento de sua concentração em até três vezes sem o 

comprometimento de suas aplicações; 

• As NLS desenvolvidas apresentaram estabilidade coloidal por pelo menos 360 dias; 

• As NLS-AlPc e NLS-AlPc-NaDES apresentam intensa fluorescência e absorbância na região 

do espectro eletromagnético útil à terapia fotodinâmica antineoplásica; 

• As NLS liofilizadas e ressuspendidas mantiveram-se estáveis por pelo menos 8h em fluidos 

gastrointestinais simulados, indicando o seu alto potencial como plataforma para administração 

oral; 
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• As NLS-AlPc e NLS-AlPc-NaDES demonstraram potencial citotóxico em células tumorais de 

melanoma, sendo capazes de induzir morte celular mediante irradiação por TFD; 

• Foi desenvolvida uma plataforma para administração oral no tratamento de melanoma 

baseada em sustentabilidade e promissora para o escalonamento industrial; 

• O trabalho resultou em pesquisa inédita e inovadora associando o desenvolvimento de 

nanopartículas lipídicas sólidas associadas a solventes verdes para o tratamento de melanoma. 

 

8. Perspectivas 

  Como perspectivas para a continuidade da pesquisa pode ser sugerido: 

• Avaliar a estabilidade coloidal a longo prazo das NLS liofilizadas; 

• Avaliar a estabilidade coloidal das NLS desenvolvidas também em meio com mucina, 

simulando o ambiente bucal; 

• Realizar o estudo de liberação da AlPc nos fluidos gastrointestinais simulados; 

• Avaliar o comportamento das NLS desenvolvidas em células intestinais; 

• Avaliar a viabilidade celular em linhagens da pele não tumorais após tratamento com as 

nanopartículas, a fim de se constatar o potencial de seletividade do tratamento proposto para as 

células de melanoma; 

• Avaliar a biodegradabilidade e a toxicidade do NaDES a longo prazo em sistemas biológicos; 

• Aplicar no sistema in vivo a plataforma de administração oral contendo o FS de 3ª geração em 

sua forma concentrada para quantificação por fluorescência na região tumoral. 
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