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RESUMO 

O câncer de pele é o tumor maligno mais comum em todo o mundo e o não 
melanoma é um dos tipos de câncer mais tratáveis. Contudo, atualmente não 
existe um tratamento ideal do câncer de pele, e a cirurgia ainda é defendida 
como primeira opção no procedimento para tratar as lesões cancerígenas na 
pele. A Terapia Fotodinâmica (TFD) consiste na administração e acúmulo de 
um fármaco fotossensibilizador no tecido-alvo, seguido da exposição a uma 
fonte de luz de comprimento de onda apropriado, resultando na formação de 
espécies reativas de oxigênio responsáveis por causar danos às células 
cancerígenas.  As Nanopartículas Lipídicas (NL) oferecem um atrativo sistema 
para liberação de fármacos lipofílicos como a Alumínio-Cloro Ftalocianina 
(AlClPc) para a utilização na TFD do câncer de pele. O objetivo deste trabalho 
foi desenvolver e caracterizar Nanopartículas Lipídicas AlClPc para posterior 
aplicação no tratamento de câncer de pele através da Terapia Fotodinâmica. 
Foram preparadas Nanopartículas Lipídicas Sólidas (NLS) e Carreadrores 
Lipídicos Nanoestruturados (CLN) com 20 e 40% de Ácido Oléico (AO) através 
do método da difusão de solvente em fase aquosa, utilizando Ácido Esteárico 
(AE) como lipídio sólido e AO como lipídio líquido. A caracterização foi 
realizada por Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET), diâmetro médio de 
partícula, potencial zeta, eficiência de encapsulação (EE), teor de fármaco e 
análise térmica, através da Calorimetris Exploratória Diferencial (DSC). Os 
estudos de penetração in vitro foram realizados em células de difusão do tipo 
Franz utilizando pele de orelha de porco como membrana. A distribuição da 
AlClPc nas camadas da pele foi visualizada através de microscopia de 
fluorescência nos estudos in vivo utilizando camundongos Hairless. As NL 
desenvolvidas apresentaram tamanho nanométrico com altos valores de 
potencial zeta e forma relativamente esférica e a incorporação de AO 
promoveu o aumento da EE e teor atingindo valores de 95,8% e 4%, 
respectivamente. Na análise térmica foi evidenciada a presença de 
polimorfismo do AE, decorrente do processo de fusão e recristalização do 
lipídio. Nos estudos de penetração in vitro, a AlClPc não foi detectada no meio 
receptor, ficando retida no EC e nas camadas da pele e foi evidenciada a 
capacidade de penetração das formulações desenvolvidas, já que a quantidade 
de AlClPc retida na pele foi significantemente maior (p < 0,01) em relação á 
formulação controle. A formulação com 40% de AO (CLN 40) apresentou 
quantidade de fármaco retida nas camadas da pele significantemente maior 
(p<0,01) em relação às demais formulações, sugerindo o efeito promotor do 
AO, além do favorecimento do transporte da AlClPc para camadas mais 
profundas da pele, devido ao menor tamanho de partícula desta formulação. 
De acordo com os resultados obtidos os sistemas desenvolvidos podem ser 
promissores para a veiculação da AlClPc no tratamento do câncer de pele 
através da TFD. 

Palavras-chave: Câncer de pele, Terapia Fotodinâmica, Alumínio-Cloro 
Ftalocianina, Nanopartículas Lipídicas Sólidas, Carreadores Lipídicos 
Nanoestruturados 
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ABSTRACT 

Skin cancer is the malign tumor most common worldwide and nonmelanoma is 
the kind of cancer most treatable. However, nowadays there is not a ideal 
treatment of the skin cancer and the surgery is the therapeutic standard for 
treatment of malign lesion in the skin. Photodynamic therapy (PDT) consists of 
the administration and accumulation of photosensitizers in target cells, followed 
by exposure to a light source with appropriate wavelength, resulting in the 
formation of oxygen reactive species, responsibles for causing damage to 
cancerous cells. Lipid nanoparticles (LN) offer an attractive system for delivery 
of lipophilic drugs such as Chloroaluminium Phthalocyanine (ClAlPc) for use in 
PDT of skin cancer. The objective of this work was develop and characterize LN 
containing ClAlPc for subsequent application to the treatment of skin cancer by 
PDT. Solid Lipid Nanoparticles (SLN) and Nanostructured Lipid Carriers (NLC) 
were prepared with 20 and 40% of Oleic Acid (OA) by the method of diffusion in 
aqueous solvent, using Stearic Acid (SA) as solid lipid and OA as liquid lipid. 
The characterization was performed by Transmission Electronic Microscopy 
(TEM), particle size, zeta potential, entrapment efficiency (EE), drug loading 
and thermal analysis by Differential Scanning Calorimetry (DSC). The in vitro 
penetration studies were performed in modified Franz diffusion cells using pig 
ear skin as membrane model. The distribuition of ClAlPc in the skin layers was 
visualized by fluorescence microscopy using mice hairless in the in vivo studies. 
The LN presented nanometric size with high values of zeta potential and 
relatively spherical shape and the incorporation of OA promoted the increase of 
EE and drug loading reaching values of 95.8% and 4%, respectively. The 
thermal analysis showed the presence of polymorphism, due to the process of 
melting and recrystallization of the lipid. In vitro penetration studies, ClAlPl was 
not detected in receptor medium, being retained in stratum corneum and skin 
layers and showed the penetration ability of the formulations developed, since 
the amount of ClAlPc retained on the skin was significantly higher (p < 0,01) 
compared the control formulation. The formulation with 40% AO (NLC 40) 
showed amount of drug retained in the skin significantly higher (p<0,01) 
compared to other formulations, demonstrating the enhancer effect of 
penetration of the OA, besides favoring the transport of ClAlPc to deeper layers 
of the skin, due to the smaller particle size of this formulation. According to the 
results obtained, the systems developed may be promising for the incorporation 
of AlClPc in the treatment of skin cancer by PDT. 

Keywords: Skin cancer, photodynamic therapy, chloro-aluminium 
phthalocyanine, solid lipid nanoparticles, nanostructured lipid carrier 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Nas últimas décadas a incidência do câncer de pele, tanto do tipo 

melanoma quanto do não melanoma, tem aumentado. Atualmente, entre 2 e 3 

milhões de pessoas desenvolvem câncer de pele do tipo não melanoma e 

132.000 o tipo melanoma em todo o mundo. A cada três cânceres 

diagnosticados, um é câncer de pele (WHO, 2013). 

 Já é amplamente demonstrado que a radiação ultravioleta está envolvida 

na gênese de carcinomas através de uma complexa interação de fatores, tais 

como duração e frequência de exposição (SANCHÉZ et al., 2012). Dados 

epidemiológicos indicam que a excessiva ou cumulativa exposição solar 

ocorrem anos antes do surgimento do câncer de pele (COBANOGLU et al., 

2012). Devido à falta de pigmentação na pele, populações caucasianas têm um 

risco maior de adquirir câncer de pele do que as pessoas de pele escura, que 

podem tolerar com segurança níveis relativamente altos de exposição solar 

sem queimar a pele e sem aumentar o risco para o câncer de pele (WHO, 

2013). 

 As opções para o tratamento do câncer de pele podem ser classificadas 

em não cirúrgicas e cirúrgicas. O objetivo é sempre remover o tumor, atingir 

alto índice de cura, preservar o tecido local o máximo possível e produzir 

resultados estéticos satisfatórios. O tratamento tradicional requer a remoção 

cirúrgica do tumor, outras opções cirúrgicas são a cirurgia micrográfica de 

Mohs, curetagem e eletrodessecação (CHUMMUN; LEAN; 2011). Porém são 

técnicas ainda menos aceitas esteticamente pelos pacientes quando 

comparadas à remoção cirúrgica (HANSEN; ANDERSON, 2013), levando a 

uma constante busca por técnicas não cirúrgicas e não invasivas para o 

tratamento do câncer de pele (MADAN et al., 2010). 

 A Terapia Fotodinâmica (TFD) é uma tecnologia relativamente nova no 

tratamento do câncer e está associada a poucos efeitos colaterais (CAI et al., 

2013) e já foi aprovada pelo FDA (Food and Drug Administration) para o 

tratamento da queratose actínica não hipertrófica da cabeça e do couro 
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cabeludo (GALICZYNSKI; VIDIMOS, 2011). Também pode ser usada no 

tratamento de várias outras dermatoses bem como do câncer de pele do tipo 

não melanoma e tem se tornado uma alternativa emergente para tumores não 

agressivos (GALICZYNSKI; VIDIMOS, 2011). Esta terapia geralmente envolve 

a interação entre um fármaco fotossensibilizador, oxigênio no tecido lesionado 

e irradiação de luz no local do tratamento (HAMDOON et al., 2011). 

 A alumínio-cloro ftalocianina (AlClPc) possui propriedades fotofísicas 

favoráveis para aplicação na terapia fotodinâmica do câncer de pele 

(SIQUEIRA-MOURA et al., 2010) e como a maioria dos fotossensibilizadores 

desta classe, é uma molécula hidrofóbica e para isso é necessário um sistema 

de liberação para que seja possível a veiculação e proteção deste fármaco, 

evitando a sua agregação (CHATTERJEE et al., 2008).  

 As Nanopartículas Lipídicas (NL) estão sendo amplamente estudadas 

como sistemas de liberação de fármacos. Nas Nanopartículas Lipídicas Sólidas 

(NLS), o óleo de uma emulsão o/a é substituído por um lipídio sólido ou por 

uma mistura de lipídios sólidos o que torna sólida a matriz da nanopartícula 

tanto a temperatura ambiente quanto corporal (WEBER et al., 2013). As NLS 

fornecem vantagens como estabilidade física, proteção, de fármacos contra 

degradação, liberação controlada e a utilização de lipídios bem tolerados 

fisiologicamente (WISSING et al., 2004). Porém, possuem desvantagens como 

baixa capacidade de veiculação de fármacos e sua expulsão devido à transição 

polimórfica durante o período de armazenamento (WISSING et al., 2004). 

Os Carreadores Lipídicos Nanoestruturados (CLN) foram desenvolvidos 

como a segunda geração desses sistemas lipídicos com o propósito de superar 

as desvantagens apresentadas pelas NLS (CIRRI et al., 2012). São compostos 

por uma mistura de lipídios sólidos e líquidos dispersa em uma solução aquosa 

de tensoativo (VITORINO et al., 2013). Por serem compostos de lipídios 

biodegradáveis e biocompatíveis, esses sistemas diminuem a toxicidade aguda 

e crônica (MÜLLER et al., 2000; JOSHI; MÜLLER, 2009), sendo, desta forma, 

um sistema carreador promissor para a veiculação da AlClPc e aplicação da 

TFD do câncer de pele. 
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2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1- CÂNCER DE PELE 

 O câncer de pele é o tumor maligno mais comum em todo o mundo e 

sua incidência tem aumentado (GREINERT, 2009; GORDON, 2013), o que 

leva a um grande problema devido ao impacto com os custos nos sistemas de 

saúde (GREINERT, 2009). O padrão e as taxas de incidência variam 

significantemente de acordo com a etnia e a localização geográfica (MUFTI, 

2012). 

A pele é composta de duas camadas primárias, epiderme e derme, que 

sobrepõe o tecido adiposo subcutâneo (Figura1). A epiderme é um epitélio 

escamoso estratificado derivado do ectoderma e é composta de quatro 

principais tipos de células: queratinócitos, melanócitos, células de Langerhans 

e células de Merkel (ZHANG; OBAGI, 2009). O câncer de pele ocorre quando 

há a desregulação na proliferação que envolve essas células (HALEM; 

KARIMKHANI, 2012). 

 

Figura 1: A estrutura da pele. (adaptado de ZHANG; OBAGI, 2009) 
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Existem dois principais subtipos para o câncer de pele: o melanoma 

cutâneo e o câncer de pele não melanoma (CAKIR et al., 2012; HALEM; 

KARIMKHANI, 2012). O melanoma é um tumor maligno dos melanócitos, 

células produtoras de melanina, e pode ocorrer em qualquer tecido que 

contenha estas células (CUMMINS et al., 2006; INGRAFFEA, 2013). Embora o 

câncer de pelo do tipo melanoma seja o tipo menos frequente, causa cerca de 

75% das morte por câncer de pele (CALIFANO; NANCE, 2009).  

O câncer de pele, especialmente o não melanoma, é um grande 

problema nos dias atuais com mais de 100.000 diagnósticos por ano 

(HAMDOON et al., 2011).  No Brasil, o tipo não melanoma, é o câncer mais 

frequente e corresponde a 25% de todos os tumores malignos registrados no 

país. Porém, apesar da elevada incidência, é o tumor de mais baixa 

mortalidade. A estimativa de novos casos, no Brasil, para 2012 foi de 134.170 e 

1.521 mortes notificadas em 2010 (INCA, 2013).  

Existem dois subtipos para o câncer de pele não melanoma, o 

carcinoma de células basais (CCB) e o carcinoma de células escamosas 

(CCE), onde a incidência do primeiro é maior que a do segundo, e as taxas são 

maiores em homens do que em mulheres em ambos os tipos (CAKIR et al., 

2012). O CCB é o mais comum tumor maligno em humanos e deriva de células 

não queratinizadas originadas na camada basal da epiderme (SHARQUIE; 

NOAIMI, 2012). 

 A maior parte dos carcinomas de células basais surge após a exposição 

de radiação ultravioleta e é mais comum na cabeça e pescoço (HALEM; 

KARIMKHANI, 2012). Este carcinoma cresce lentamente, tem baixo potencial 

de metástase e está associado à baixa mortalidade, contudo, alguns subtipos 

podem ser muito agressivos e destrutivos, com alta taxa de reincidência após o 

tratamento (MADAN et al., 2010; LAZARETH, 2013).  

As lesões do CCE surgem a partir da exposição solar e não apresentam 

invasão profunda da derme, têm baixo risco de reincidência ou metástase. 

Estas lesões incluem as lesões superficiais que são limitadas à epiderme 
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(LAZARETH, 2013). Porém um subconjunto deste carcinoma é biologicamente 

mais agressivo e tem grande possibilidade de reincidência, espalhamento 

linfático, progredir para a metástase e pode ser fatal (NUÑO-GONZÁLEZ et al., 

2012; HALEM; KRIMKHANI, 2012; GORDON, 2013). 

 O principal fator de risco, já reconhecido, que induz o desenvolvimento 

do câncer de pele é a exposição à radiação ultravioleta (ARMSTRONG; 

KRICKER, 2001; GREINERT, 2009; GREINERT; BONIOL, 2011). Contudo, 

existem diversos fatores sociais, econômicos, geográficos, genéticos e 

fenotípicos que podem modificar o risco de desenvolvimento dos carcinomas 

(ENGLISH et al., 1998; SANCHEZ; NOVA, 2013). Já se sabe que nos primeiros 

estágios, o câncer de pele pode ser curado com um bom prognóstico, além 

disso, este tipo de câncer pode ser combatido por meio da prevenção, já que o 

principal fator de risco é a exposição solar (GREINERT, 2009). A prevenção 

primária pode ser realizada pela informação e educação da população sobre os 

riscos da exposição aos raios ultravioleta. A prevenção secundária está 

associada a detecção precoce do câncer ou das lesões pré-cancerosas a fim 

de encontrar os primeiros estágios da malignidade para que possam ser 

curados com bons prognósticos (GREINERT, 2009; GREINERT; BONIOL, 

2011).  

 O câncer de pele não melanoma é um dos tipos de câncer mais tratáveis 

(HALEM; KARIMKHANI, 2012). Contudo, as lesões mais avançadas requerem 

tratamentos mais prolongados. O tratamento deste carcinoma visa à completa 

erradicação do tumor com a preservação das estruturas adjacentes, prevenção 

da ulceração, da desfiguração mais grave da pele e da invasão do tumor na 

camada subcutânea, nervos, músculos, cartilagens e ossos (ERMERTCAN et 

al., 2012; LAZARETH, 2013).  

 Os tratamentos tradicionais para o câncer de pele não melanoma, 

cirúrgicos e não cirúrgicos, incluem a terapia tópica, criocirurgia, radioterapia, 

curetagem e eletrodessecação (HALEM; KARIMKHANI, 2012; LAZARETH, 

2013). Para a terapia tópica existem dois medicamentos já aprovados pela 

FDA, o 5-fluorouacil e o Imiquimod, porém, segundo LOVE et al., 2009, 
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baseado em evidências disponíveis, o uso desses medicamentos no 

tratamento do tumor é fraca. Ambos os medicamentos causam eritema e 

inflamação da área tratada e os pacientes devem ser monitorados para uma 

terapia adequada (COUNCIL, 2013). A crioterapia envolve a destruição tecidual 

pela diminuição extrema da temperatura, com a aplicação de nitrogênio líquido, 

cristalizando as células tumorais (ERMERTCAN et al., 2012; LAZARETH, 

2013). É um procedimento rápido e de baixo custo, porém, causa 

hipopigmentação ou cicatrizes (LAZARETH, 2013), o que resulta em uma não 

aceitação estética dos pacientes, quando comparada a outras modalidades de 

tratamento, como a TFD (GALICZYNSKI; VIDIMOS, 2011). A radioterapia 

utiliza radiação ionizante no tratamento do câncer e expõe o paciente ao risco 

de um segundo carcinoma na região irradiada (ERMERTCAN et al., 2012). 

Pode ser utilizada em pequenos carcinomas ou em lesões maiores, quando a 

cirurgia oferecer risco, e ocasionar em prejuízo funcional, ou não apresente 

resultados estéticos aceitáveis pelo paciente (ERMERTCAN et al., 2012). Com 

o avanço das técnicas cirúrgicas, os pacientes são tratados com radioterapia 

somente quando a lesão está em estágio avançado e não pode ser submetido 

à cirurgia (KWAN et al., 2004), embora o uso desta técnica seja limitado devido 

ao risco de ocasionar efeitos adversos (HALEM; KARIMKHANI, 2012). A 

eletrodessecação é uma técnica de fácil realização e esteticamente aceitável 

(HALEM; KARIMKHANI, 2012). Utiliza corrente elétrica de alta voltagem e 

baixa amperagem para promover a destruição superficial da lesão (HALEM; 

KRIMKHANI, 2012). A eletrodessecação e a curetagem são procedimentos 

minimamente invasivos e rápidos, contudo, aplicados apenas a um pequeno 

grupo de malignidades, devido à limitada acessibilidade do tumor com o 

instrumento não cirúrgico da técnica e à falta de análises histológicas para 

confirmar a remoção do tumor. Além disso, alguns pacientes consideram estas 

técnicas menos aceitáveis esteticamente do que a remoção cirúrgica do tumor 

(HANSEN; ANDERSON, 2013), o que leva a uma busca contínua pelo 

desenvolvimento de técnicas não invasivas e não cirúrgicas para o tratamento 

do câncer de pele (MADAN et al., 2010). 
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A escolha do tratamento depende de vários fatores, como a natureza 

clínico-histológica, tamanho e local da lesão, se o tumor é primário ou 

reincidente, disponibilidades e o custo do tratamento (MADAN et al., 2010; 

HALEM; KARIMKHANI, 2012).  Atualmente não existe um padrão ideal para o 

tratamento do câncer de pele, porém, a cirurgia é defendida em muitos lugares 

do mundo como primeira opção no procedimento para tratar as lesões 

cancerígenas na pele (HAMDOON et al., 2011) e muitos estudos têm sido 

realizados para encontrar novos tratamentos eficazes (CALIN; PARASCA, 

2006).  

Durante os últimos anos, a TFD tem sido muito estudada clinicamente 

como uma modalidade de tratamento local para diversas doenças cutâneas, 

incluindo o câncer de pele do tipo não melanoma (LOPEZ et al., 2004). É um 

tratamento alternativo, minimamente invasivo que envolve a ativação de um 

fármaco fotossensibilizador, fonte de luz e a geração de espécies reativas de 

oxigênio e radicais livres para causar a destruição seletiva do tecido-alvo 

(ZEITOUNI et al., 2003; BUGGIANI et al., 2008; HAMDOON et al., 2011). O 

acúmulo do fármaco e o controle na administração da luz no local da lesão 

fornecem vantagens da TFD em relação aos principais tratamentos de tumores 

malignos, tais como a proteção de estruturas funcionais, excelentes resultados 

estéticos, segurança nas repetições do tratamento e menos efeitos colaterais 

(JIANG et al., 2013), além da possibilidade de aplicação diversas vezes no 

mesmo local e também da utilização em terapia combinada com os tratamentos 

tradicionais (HOPPER, 2000; IKEDA et al., 2013). 

 

2.2- TERAPIA FOTODINÂMICA (TFD) 

A TFD foi inicialmente relatada em 1900, quando Oscar Raab descobriu 

que a iluminação de culturas microbianas na presença de acridina resultou em 

morte celular (KESSEL et al., 2006) e com isso, von Tappeiner observou que a 

toxicidade in vitro ocorria como resultado da fluorescência causada pela 

transferência de energia da luz para o composto químico (MITTON; 

ACKROYD, 2008). Em 1903, esta descoberta levou à primeira aplicação clínica 
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da terapia fotodinâmica por Von Tappeiner em cooperação com um 

dermatologista, utilizando eosina e luz para tratar doenças como lúpus, sífilis, 

psoríase e câncer de pele superficial (LEE; BARON, 2011). Então, desde 1900, 

a TFD e todos os seus aspectos, como o mecanismo de ação a partir de 

diferentes fotossensibilizadores, e aplicações clínicas têm sido bastante 

estudados. 

A terapia consiste na administração e acúmulo do fármaco 

fotossensibilizador no tecido-alvo, seguido da exposição a uma fonte de luz 

(MACCORMACK, 2006). Mais especificamente, é uma modalidade de 

tratamento seletivo para destruição local de células cancerígenas (JOSEFSEN; 

BOYLE, 2008). Após a administração tópica ou sistêmica do fármaco, que se 

acumula seletivamente no tumor, é realizada a irradiação por uma fonte de luz 

no comprimento de onda específico para cada fotossensiblizador, promovendo 

a sua ativação (Figura 2) (TAPAJÓS et al., 2008; YANO et al., 2011; JIANG et 

al., 2013).  

 

Figura 2: Principais estágios da Terapia Fotodinâmica (CHATTERJEE et al., 

2008) 

Como o fármaco antes da exposição à luz permanece inativo, somente a 

área irradiada será tratada, já que não há o acúmulo do fotossensibilizador em 
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tecidos normais (KONDO et al., 2007; VITTAR et al., 2008). O fármaco pode 

perder o excesso de energia obtido na sua fotoativação, através da liberação 

de luz visível, a fluorescência, que também tem importância clínica na 

dosimetria e na localização exata do tumor (ALLISON; MOGHISSI, 2013). 

Há algumas hipóteses formuladas para explicar o acúmulo seletivo dos 

fármacos fotossensibilizadores em células cancerígenas. Uma delas é que por 

alguns desses fármacos serem hidrofóbicos, o transporte pela corrente 

sanguínea (no caso de administração sistêmica) é feito por lipoproteínas como 

a lipoproteína de baixa densidade (Low Density Lipoprotein - LDL). Como nas 

células neoplásicas a quantidade de receptores para LDL é superior às células 

normais, há o acúmulo seletivo desses fármacos na lesão (BOZZINI et al., 

2012). Outra hipótese é que em pH fisiológico os fotossensibilizadores estão na 

forma aniônica. E quando entram em contato com o tecido neoplásico, onde o 

pH é mais ácido, se tornam neutros, aumentando a lipofilicidade e tendo uma 

melhor absorção neste local (BOZZINI et al., 2012) 

Para que ocorra a morte das células neoplásicas por necrose e/ou 

apoptose, dois principais tipos de reação fotoquímica ocorrem. Na reação tipo I, 

o fármaco absorve a radiação, passa do estado fundamental para o estado 

triplete, que participa de reações de óxido-redução com moléculas vizinhas, 

produzindo radicais livres que reagem com oxigênio presente no local da lesão, 

para gerar as espécies reativas de oxigênio (EROs) (HENDERSON; 

DOUGHERTY, 1992; MOOR, 2000; PIETTE et al., 2003; YANO et al., 2011). 

Na reação fotoquímica tipo II, o fotossensibilizador no estado triplete pode 

transferir energia para o oxigênio molecular formando oxigênio singlete, uma 

forma altamente reativa do oxigênio que reage com muitas moléculas 

biológicas como lipídios e proteínas (HENDERSON; DOUGHERTY, 1992; 

MOOR, 2000; PIETTE et al., 2003; JOSEFSEN; BOYLE, 2008; YANO et al., 

2011; JIANG et al., 2013; ALLISON; MOGHISSI, 2013), e assim, o efeito 

fototóxico da terapia, ocorre apenas na região onde há o acúmulo do fármaco 

fotossensibilizador e não resulta em efeitos adversos nas células normais, onde 

não há a presença deste fármaco (KESSEL et al., 2006). Tanto a reação tipo I 
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quanto a tipo II podem causar danos em componentes celulares e 

consequentemente a morte das células cancerígenas (MOOR, 2000). O efeito 

fotodinâmico direto é mediado de acordo com a reação tipo II, pela geração de 

oxigênio singlete, e assim grande parte da massa tumoral é destruída. Nas 

células que não foram diretamente afetadas, efeitos secundários podem surgir, 

tais como: efeitos vasculares, início de apoptose, inflamação e início de uma 

resposta imune (Figura 3) (CALIN; PARASCA, 2006). 

 

Figura 3: Representação esquemática dos importantes fatores para morte 

celular mediada pela Terapia Fotodinâmica. (PIETTE et al., 2003). 

 A eficácia desta terapia depende de fatores como o fotossensibilizador 

utilizado e sua habilidade de penetrar seletivamente na lesão, o tempo para a 

ativação do fármaco pela luz, forma farmacêutica para veiculação do fármaco, 

o nível de oxigenação do tecido e o tipo de célula envolvida na lesão (KONAN 

et al., 2002; MACCORMACK, 2006). 

2.3 FOTOSSENSIBILIZADORES 

 O desenvolvimento de fotossensibilizadores desempenha um papel 

fundamental na TFD e com isso se tornou um importante campo de pesquisa 

nas ciências química e farmacêutica (JIANG et al., 2013). Para um 

fotossensibilizador ser considerado ideal precisa ser um composto 
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quimicamente puro e estável, ter baixa solubilidade, ter alta capacidade de 

geração de EROs, seletividade tumoral sem causar danos às células normais, 

rápida eliminação, fluorescência, não ser tóxico na ausência de luz e ter picos 

de absorção em longos comprimentos de onda (600-800 nm) para permitir uma 

absorção tecidual adequada (NYMAN; HYNNIEN, 2004; TRIESSCHEIJN et al., 

2006; MACCORMACK, 2006; YANO et al., 2011; PASZKO et al., 2011; JIANG 

et al., 2013). 

Originalmente, os corantes, a eosina como aplicações e outras 

substâncias foram empregados e bons resultados foram obtidos. Em pouco 

tempo, o efeito fotossensibilizador da clorofila e de outras substâncias 

extraídas de plantas foi relatado, mas o resultado mais interessante de todos 

foi o descobrimento das porfirinas como agentes fotossensibilizadores 

(ALLISON et al., 2004). As primeiras aplicações de fotossensibilizadores na 

TFD foram baseadas na mistura de porfirinas a partir da acidificação da 

hematoporfirina (os chamados derivados da hematoporfirina) que são a 

primeira geração de fotossensibilizadores (KÜBLER, 2005; SELMAN, 2007). 

 O primeiro medicamento aprovado por diversas agências para uso na 

TFD foi um oligômero da porfirina, o Photofrin® - Axcam Farma (Figura 4) 

(PIETTE et al., 2003; ALLISON et al., 2004; MACCORMACK, 2006; BOZZINI et 

al., 2012; JIANG et al., 2013), que é ainda o fotossensibilizador mais 

amplamente utilizado na clínica da TFD (DOUGHERTY et al., 1998; ALLISON; 

MOGHISSI, 2013). A utilização deste medicamento com a irradiação de luz via 

fibra óptica ligada a um emissor de laser em 630 nm foi o primeiro sistema 

aprovado pela FDA (MANG, 2004). 
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Figura 4: Estrutura do fotossensibilizador Photofrin® na forma de éter. 

O Photofrin® é ativado em 630 nm, comprimento de onda que pode 

promover uma penetração tecidual profunda (PIETTE et al., 2003), porém, 

nesse comprimento de onda é um agente que não apresenta uma produção 

ideal de oxigênio singlete, pois possui uma baixa absorção de energia 

(TRIESSCHEIJN et al., 2006; IKEDA et al., 2013). Assim, se torna ineficiente 

contra tumores profundos, mas, efetivo no tratamento de lesões superficiais 

(IKEDA et al., 2013), além de necessitar de um longo tempo para que a pele se 

torne fotossensível o que torna o tratamento relativamente longo (Allison et al., 

2004; TRIESSCHEIJN et al., 2006; ALLISON; SIBATA, 2010). Os derivados da 

hematoporfirina têm outros comprimentos de onda onde são mais ativos, 408 e 

510 nm (ALLISON; SIBATA, 2010), porém, mais baixos que o ideal para 

promover uma eficiente penetração tecidual (PIETTE et al., 2003). 

 Apesar das desvantagens relacionadas aos derivados da 

hematoporfirina, o Photofrin® não deixou de ser utilizado na terapia contra o 

câncer (SHARMAN et al., 1999). Porém, surgiu a necessidade do 

desenvolvimento de uma nova geração de fotossensibilizadores (JIANG et al., 

2013), que tinha como objetivo superar as desvantagens dos primeiros 

fármacos sendo fundamental para que a TFD se desenvolvesse no tratamento 

contra o câncer (JOSEFSEN; BOYLE, 2008; ALLISON; SIBATA, 2010). 

 Os fotossensibilizadores de segunda geração possuem um menor 

período para fotossensibilização, forte banda de absorção na região do 

vermelho, ou seja, longos comprimentos de onda para sua ativação e dessa 
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maneira possuem um melhor efeito de penetração na pele e maior eficiência na 

produção de oxigênio singlete, além de melhor seletividade tumoral (HOPPER, 

2000; NYMAN; HYNNIEN, 2004). Nos grupos que são mais ativamente 

estudados estão as porfirinas, os derivados da clorofila, as clorinas e as 

ftalocianinas (HOPPER, 2000; ALLISON; SIBATA, 2010). 

Um notável agente da segunda geração de fotossensibilizadores é o 

ácido 5-aminolevulínico (ALA) como precursor metabólico da protoporfirina IX 

(PPIX) (Figura 5). É um aminoácido endógeno, biossintetizado nas 

mitocôndrias tanto de animais quanto de plantas. O ALA é um composto 

hidrofílico e pode ser formulado para administração tópica, sistêmica e oral 

(ALLISON et al., 2005; ISHIZUKA et al., 2011). O método de acúmulo seletivo 

de PPIX no tumor não é claro, mas a presença na epiderme e estrato córneo 

(EC) anormais permite a absorção do fotossensibilizador mais facilmente 

(IBBOTSON, 2010). 

 

Figura 5: Esquema do ácido 5-aminolevulínico (ALA) como precursor da 

protoporfirina IX (PPIX) (SIMPLICIO et al., 2002). 

O princípio da TFD com ALA é que este precursor em excesso resulta 

no acúmulo de porfirinas intracelulares, especialmente PPIX, nas células 

cancerígenas (SOLER et al., 2001; KESSEL et al., 2006; BOZZINI et al., 2013), 

que absorve luz na região do visível, com picos de absorção em diversos 

comprimentos de onda, tendo o pico máximo de absorção em 630 nm (ROSE; 

STABLES, 2008; SHAFIRSTEIN et al., 2011). A aplicação tópica de ALA é um 
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procedimento não-invasivo, tem um curto período para a fotosensibilização, 

permite o tratamento de lesões múltiplas e tem um bom resultado estético após 

o tratamento (SIERÓN et al., 2004). O ALA atualmente está disponível como 

uma solução tópica 20%, o Levulan® (Dusa Pharmaceuticals), e se tornou o 

fotossensibilizador mais frequentemente usado para doenças dermatológicas 

nos Estados Unidos (MACCORMACK, 2006), indicado principalmente para 

queratose actínica, uma lesão pré-cancerosa (MORTON et al., 2008). 

O ALA é um composto hidrofílico e devido a essa propriedade físico-

química, tem uma baixa distribuição tecidual, e então os ésteres do ALA, como 

o metil 5-aminolevulínico (MAL) que têm maior lipofilicidade, resultam numa 

penetração cutânea mais efetiva (ZENZEN; ZANKL, 2004; LEE; BARON, 

2011). O MAL encontra-se disponível comercialmente como Metvix® 

(Photocure ASA) para queratose actínica, doença de Bowen (carcinoma 

espinocelular) e carcinoma basocelular nodular e superficial (MORTON et al., 

2008). 

Após a administração de ALA ou MAL, é necessário um período para 

que haja a produção e o acúmulo de PPIX antes da ativação pela luz. 

Protocolos clínicos para a TFD se baseiam no pressuposto de que o intervalo 

ótimo entre a administração do fotossensibilizador e a iluminação, é no 

momento em que há a máxima diferença entre a retenção do fármaco no tumor 

e no tecido normal circundante (CRAMERS et al., 2003). Para o tratamento da 

queratose com ALA, monografias canadenses e americanas, estipulam um 

tempo de 14 a 18 horas sob oclusão. E para o tratamento tanto do carcinoma 

basocelular como pra queratose actínica, o MAL necessita de 3 horas sob 

oclusão (SHARMAN et al., 1999; BRAATHEN et al., 2007; ALLISON; SIBATA, 

2010). 

Além do Photofrin®, Levulan® e Metvix®, o Foscan® - Biolitec Pharma 

Ltda – também já foi aprovado como paliativo do câncer avançado de cabeça e 

pescoço (MARCHAL et al., 2007; CAMERIN et al., 2010). O Foscan é uma 

clorina (meta-tetrahidroxifenilclorina), fotossensibilizador de segunda geração 

aprovado para utilização na TFD na Europa (MARCHAL et al., 2007). É um 
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composto químico puro com um forte pico de absorção em 652 nm e é um dos 

fotossensibilizadores mais potentes para uso clínico, porém, o intervalo entre a 

administração do fármaco e a irradiação é geralmente de quatro dias, período 

relativamente alto para que se inicie a terapia (CRAMERS et al., 2003).  

Outro fotossensibilizador de segunda geração é a hipericina, estudado 

como um potente fármaco para uso dermatológico na TFD (BOIY et al., 2010; 

ROOK et al., 2010). É um corante derivado da planta Hypericum perforatum 

(erva de São João), que historicamente tem sido utilizada para fins medicinais 

(KUBIN et al., 2005; BOIY et al., 2010). A hipericina possui propriedades 

adequadas para a utilização na TFD e tem demonstrado atividade fotocitotóxica 

tanto in vitro quanto in vivo (SMELÁKOVÁ et al., 2012). Ainda não se encontra 

disponível comercialmente e tem sido amplamente estudada 

experimentalmente in vitro e in vivo na aplicação da TFD. 

Novas abordagens estão sendo investigadas a fim de superar as 

limitações atuais da TFD, incluindo o desenvolvimento de fotossensibilizadores 

de segunda geração com propriedades fotoquímicas e seletividade tumoral 

melhoradas (CAMERIN et al., 2010; JIANG et al., 2013). Um segundo grupo 

estrutural de fotossensibilizadores amplamente estudado é o das Ftalocianinas, 

e em menor proporção as Naftalocianinas (CASTANO et al., 2004). 

2.4- FTALOCIANINAS 

 As ftalocianinas e seus derivados são fotossensibilizadores de segunda 

geração, compostos quimicamente puros que absorvem luz em comprimentos 

de onda mais longos que outros fármacos com picos de absorção 

aproximadamente em 680nm (TAPAJÓS et al., 2008). A eficiente geração de 

oxigênio singlete, alta termoestabilidade, características espectroscópicas 

desejáveis e baixa toxicidade no escuro são propriedades que contribuem para 

que as ftalocianinas, atualmente, sejam um dos fotossensibilizadores mais 

potentes e promissores (GOLINSKI et al., 2011). 

 As ftalocianinas têm fortes picos de absorbância em comprimentos de 

onda mais longos que os das porfirinas (670-680 nm) o que tende a melhorar 
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as propriedades fotoquímicas e fotofísicas e a aumentar a penetração tecidual 

(KOLAROVA et al., 2007; LONGO et al., 2009; ALLISON; SIBATA, 2010). A 

molécula da ftalocianina é uma estrutura composta por quatro unidades de 

benzopirrol ligadas a quatro átomos de nitrogênio.  

Sua estrutura química contém uma variedade de íons metálicos que são 

responsáveis pelas propriedades inerentes a cada fotossensibilizador (Figura 

6) (TAPAJÓS et al., 2008). Dessa maneira, as propriedades físico-químicas 

das ftalocianinas podem ser ajustadas alterando o íon metal central e também 

os substituintes na periferia dos anéis benzênicos, o que modifica as 

propriedades eletrônicas do composto (LIU et al., 2007; YANIK et al., 2009; 

ZHONG et al., 2010; LOKESH; ADRIAENS, 2013). Outra vantagem das 

ftalocianinas é que elas podem se acumular seletivamente além de ter uma 

eficiente eliminação dos tecidos-alvo, observada pela pouca fluorescência 24h 

após a administração do fármaco (LONGO et al., 2009). 

 

Figura 6: Estrutura molecular plana das ftalocianinas metálicas.  

A inclusão de grupos sulfonados torna as ftalocianinas solúveis em água 

e pode afetar a captação celular. Os compostos menos sulfonados e não 

sulfonados são mais lipofílicos, e mostram melhores propriedades de 

penetração nas membranas celulares e mais alta atividade biológica 

(KOLAROVA et al., 2007). Nos últimos anos um grande número de 

ftalocianinas tem sido avaliado por possuírem atividade fotodinâmica, 
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principalmente as ftalocianinas de silicone, zinco e alumínio, por apresentarem 

propriedades fotofísicas desejáveis (YANIK et al., 2009). Atualmente, apenas a 

Rússia aprovou a utilização de uma ftalocianina na TFD, comercialmente 

disponível como Photosens®. Sua formulação é uma solução de sais de 

alumínio ftalocianina sulfonada (Figura 7) e é altamente efetivo no tratamento 

de vários tipos de câncer (ALLISON; SIBATA, 2010; JIANG et al., 2013). 

Outras três formulações estão em fase de ensaios clínicos nos Estados Unidos, 

Suíça e China (JIANG et al., 2013). 

 

Figura 7: Estrutura molecular plana do Photosens®.  

  As ftalocianinas metálicas contêm um íon metal central tetra coordenado 

que no caso do íon trivalente alumínio, o excesso de elétrons é usado na 

formação de ligações químicas, com o Cloro, para fora do plano estrutural 

(Figura 8) (PALEWSKA et al., 2012). O Cloro ligado ao átomo de alumínio 

central oferece uma grande possibilidade de aplicações devido as suas 

propriedades fotossensibilizantes (KARÁSKOVÁ et al., 2012), além de 

apresentar as propriedades fotofísicas mais favoráveis para a aplicação da 

TFD (SIQUEIRA-MOURA et al., 2010). A Alumínio-Cloro Ftalocianina (AlClPc), 

como a maioria dos fotossensibilizadores desta classe, é uma molécula 

hidrofóbica e pode facilmente agregar em meio aquoso devido a fortes 

interações entre as suas moléculas (CHEN et al., 2009; USLAN et al., 2012), 

alterando suas propriedades fotofísicas, como a produção de oxigênio singlete, 

e propriedades químicas, como a diminuição da solubilidade (BECHET et al., 

2008). Com a forte agregação das moléculas deste fármaco, há a formação de 
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dímeros e oligômeros, que ocorre pela tendência que a estrutura hidrofóbica do 

fotossensibilizador tem de evitar o contato com a água (CORREIA et al., 2012). 

A redução da eficiência fotossensibilizante decorrente da agregação ocorre 

devido à diminuição do tempo de vida do seu estado triplete quando excitado 

por uma fonte de luz em comprimento de onda adequado (KLUSON et al., 

2008). 

 

Figura 8: Estrutura molecular plana da Alumínio-Cloro Ftalocianina  

Como a maioria dos fotossensibilizadores são caracterizados pela alta 

lipofilicidade, várias estratégias de encapsulação são estudadas para proteger 

o fármaco do ambiente aquoso (CHATTERJEE et al., 2008). O efeito 

terapêutico contra as células tumorais não ocorre apenas devido à natureza do 

fármaco ou pelo tipo do tumor, mas também por usar sistemas de liberação 

efetivos (NAWALANY et al., 2012). O desenvolvimento de sistemas de 

liberação em escala nanométrica tem uma importância cada vez mais 

significativa para a TFD (TENG et al., 2013). Sistemas de liberação, baseados 

em lipídios naturais e relativamente seguros, oferecem uma boa alternativa 

para a encapsulação de fármacos lipofílicos (LIM et al., 2012). As 

nanopartículas lipídicas (NL) são constituídas principalmente de lipídios sólidos, 

são biocompatíveis, biodegradáveis e possuem baixa toxicidade (NAAHIDI et 

al., 2013), dessa maneira, podem ser consideradas um sistema de liberação 

promissor para utilização na TFD do câncer de pele. 
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2.5- NANOPARTÍCULAS LIPÍDICAS (NL) 

As NL têm sido amplamente estudadas como sistemas para a liberação 

de fármacos (MARTINS et al., 2012). As partículas são de tamanho 

nanométrico (50-1000 nm) e são compostas de lipídios fisiologicamente 

tolerados pelo corpo humano (biocompatível e biodegradável) e sólidos tanto 

em temperatura ambiente quanto corporal (ZUR MÜHLEN et al., 1998; 

MÜLLER et al., 2008; JOSHI; PATRAVALE, 2008; DONG et al., 2012). Esses 

sistemas possuem boa estabilidade física, possibilitam a veiculação de 

fármacos hidrofílicos e lipofílicos, promovem a liberação controlada e proteção 

do fármaco contra degradação oxidativa, fotoquímica e química, possibilitam a 

produção em larga escala, são biocompatíveis e biodegradáveis, tornando 

esses sistemas menos tóxicos comparados a outros carreadores (MEI et al., 

2005; SILVA et al., 2011; LIU et al., 2011; DONG et al., 2012; ZHAO et al., 

2013). Existem dois tipos de NL: as Nanopartículas lipídicas sólidas (NLS) e os 

complexos lipídicos nanoestruturados (CLN) (DAS et al., 2011b). 

As NLS foram desenvolvidas no início dos anos 90 como uma alternativa 

a sistemas de liberação como emulsões, lipossomas e nanopartículas 

poliméricas (MÜLLER et al., 1995; HOU et al., 2003; PARDEIKE et al., 2009). 

Combinam as vantagens desses sistemas e ao mesmo tempo evitam ou 

minimizam as suas desvantagens (WISSING et al., 2004; HUO; ZHOU, 2007; 

MARTINS et al., 2012).  

NLS oferecem um atrativo sistema para liberação de fármacos, 

particularmente para fármacos hidrofóbicos (SUBED et al., 2009; WANG et al., 

2012). São derivadas das emulsões o/a, porém substituindo o lipídio líquido 

(óleo) por um lipídio sólido (MÜLLER et al., 2007) (Figura 9). Esses lipídios 

possuem alto ponto de fusão formando um núcleo sólido revestido por 

moléculas de tensoativos (PRIYANKA; ABDUL, 2012; KHURANA et al., 2013). 

A substituição do lipídio líquido das emulsões por lipídio sólido é muito 

interessante para que uma liberação controlada de fármacos seja alcançada, 

devido a menor mobilidade do fármaco na matriz lipídica sólida quando 

comparado ao lipídio líquido (MEHNERT; MÄDER; 2012). Para facilitar a 
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aplicação tópica, as dispersões lipídicas fluidas, que são obtidas com baixas 

quantidades de fase lipídica, podem ser incorporadas em uma base em creme 

ou gel desde que não induzam a dissolução ou agregação das partículas 

(SCHÄFER-KORTING et al., 2007). 

 

 

Figura 9: Representação de uma nanopartícula lipídica sólida. 

Algumas desvantagens estão associadas às NLS, tais como eficiência 

de encapsulação limitada devido à estrutura cristalina do lipídio sólido, 

transição polimórfica levando a uma possível expulsão do fármaco, mudança 

no perfil de liberação durante o tempo de armazenamento e aumento do 

tamanho da partícula (DAS; CHAUDHURY, 2011a; DONG et al., 2012). 

A cristalização do lipídio é um importante fator no desenvolvimento dos 

sistemas lipídicos, pois afeta diretamente nas propriedades de liberação e na 

expulsão do fármaco das NLS durante o armazenamento (MEHNERT; MÄDER, 

2001; LIU; WU, 2010). Essa expulsão ocorre porque as moléculas do fármaco 

geralmente ficam alojadas entre as cadeias dos ácidos graxos ou como 

aglomerados amorfos nas imperfeições dos cristais, dentro da matriz sólida. 

Porém, se houver uma transição polimórfica, ou seja, quando a estrutura tende 

a formar uma cadeia cristalina mais organizada, há modificações na matriz 

lipídica, resultando em uma estrutura com espaços muito pequenos para as 

moléculas do fármaco, o que leva a sua expulsão e/ou a formação de cristais, 

se as partículas estiverem em dispersão aquosa (MÜLLER et al., 2002; DAS et 

al., 2012). 
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Para reduzir as limitações das NLS, os CLN foram desenvolvidos como 

sistemas carreadores alternativos (DAS et al., 2012). Os CLN são uma nova 

geração das NL (PARDEIKE et al., 2009; AGRAWAL et al., 2010) e são obtidos 

pela mistura de lipídios sólidos e lipídios líquidos (PARDEIKE et al., 2009; 

DOKTOROVOVÁ et al., 2010), porém as partículas permanecem no estado 

sólido devido ao controle da quantidade do lipídio líquido (LIU; WU, 2010).  

Problemas associados às NLS como a capacidade limitada para 

veiculação de fármacos pode ser melhorada porque a mistura de lipídios cria 

uma estrutura cristalina desorganizada com muitas imperfeições gerando mais 

espaços para acomodação do fármaco (DOKTOROVOVÁ et al., 2010; LIU et 

al., 2011). Outras limitações que podem ser superadas ou minimizadas com os 

CLN são o controle na liberação e a expulsão do fármaco durante 

armazenamento (FANG et al., 2008). 

Em geral, para a obtenção das NLS utiliza-se lipídio (s) sólido (s), 

tensoativo (s) e água. O processo básico para a obtenção desse sistema 

consiste na fusão do lipídio sólido ou da mistura de lipídios, solubilização do 

fármaco nesta fase lipídica e subsequente dispersão em uma solução aquosa 

de tensoativo, formando uma pré-emulsão a quente. Com o resfriamento da 

emulsão as gotículas lipídicas cristalizam formando as nanopartíulas lipídicas 

com a matriz sólida (MÜLLER et al., 2007). Para a obtenção de CLN, apenas 

adiciona-se uma porcentagem de lipídio líquido ao lipídio sólido ou mistura de 

lipídios solídos. Os lipídios utilizados nesses sistemas incluem triglicerídeos, 

glicerídeos parciais, ácidos graxos, esteroides e ceras. Todos os tipos de 

tensoativos, no que diz respeito a sua carga e peso molecular, podem ser 

utilizados para a estabilização da dispersão lipídica (MEHNERT; MÄDER, 

2012). Dependendo da composição da matriz lipídica, diferentes perfis de 

liberação podem ser obtidos incluindo liberação prolongada ou controlada do 

fármaco, o que diminui o risco da liberação rápida de altas concentrações do 

fármaco, comumente relatado com o uso de sistemas convencionais (GUPTA; 

VYAS, 2012).  Baixas concentrações de tensoativos durante o processo de 

cristalização pode ocasionar agregação das partículas e a desestabilização do 
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sistema (HELGASON et al., 2009), o que não garantiria a formação de 

sistemas promissores para veiculação de fármacos tanto para administração 

sistêmica quanto para aplicação tópica.  

O tratamento tópico de doenças tem adquirido relevância no meio 

científico, devido ao menor risco de efeitos colaterais sistêmicos e uma 

melhoria na adesão do paciente ao tratamento quando comparado à 

administração oral ou parenteral de medicamentos (SCHÄFER-KORTING et 

al., 2007; PUGLIA et al., 2008; KÜCHLER et al., 2009). No entanto, o EC, 

principal barreira da pele, impede a penetração de xenobióticos na epiderme 

viável, e apenas uma pequena porcentagem do medicamento aplicado é 

absorvida (SCHÄFER-KORTING et al., 2007; KÜCHLER et al., 2009). 

Como sistemas de liberação tópica, as NL podem melhorar a 

solubilidade aparente do fármaco encapsulado, o que leva ao aumento do seu 

gradiente de concentração na pele, facilitando a permeação (HAN et al., 2012). 

Como são formados por lipídios não irritantes e não tóxicos podem ser 

utilizados na pele danificada e/ou inflamada (LV et al., 2009). Devido à matriz 

sólida desses carreadores, é possível obter um controle na liberação do 

fármaco, uma ferramenta muito importante quando é necessário o fornecimento 

do medicamento por tempo prolongado e para fármacos que são irritantes em 

altas concentrações (JENNING et al., 2000; SOUTO et al., 2004; JOSHI; 

PATRAVALE, 2008). 

Com a formação de partículas em tamanho nanométrico, há a garantia 

de um contato próximo ao EC o que pode aumentar a quantidade de fármaco 

penetrando na pele ou mucosa (JENNING et al., 2000; SOUTO et al., 2004; 

JOSHI; PATRAVALE, 2008; PARDEIKE et al., 2009).  

As NL possuem ainda propriedades oclusivas, ou seja, após a aplicação 

da formulação há a formação de um filme lipídico sobre a pele, evitando a 

perda de água por evaporação, e com isso um efeito hidratante é observado 

(WISSING; MÜLLER, 2002; WISSING; MÜLLER, 2003; PARDEIKE et al., 
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2009). Quanto menor o tamanho das partículas e mais alta cristalinidade, maior 

o efeito oclusivo sobre a pele (KUNTSCHE et al., 2008). 

Devido as vantagens acima mencionadas, este trabalho propõe o 

desenvolvimento de NL para aplicação tópica da AlClPc, um fotossensibilizador 

de segunda geração, hidrofóbico e potente, porém que tende a agregar em 

formas farmacêuticas convencionais reduzindo sua eficácia clínica. Assim, a 

veiculação da AlClPc em NL torna-se uma alternativa promissora para o 

tratamento do câncer de pele através da TFD. 
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3. OBJETIVOS 

3.1- OBJETIVO GERAL 

 Desenvolver e caracterizar Nanopartículas Lipídicas contendo Alumínio-

Cloro Ftalocianina para aplicação no tratamento de câncer de pele através da 

Terapia Fotodinâmica; 

3.2- OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Obter Nanopartículas Lipídicas Sólidas contendo Alumínio-Cloro 

Ftalocianina; 

 Obter Carreadores Lipídicos Nanoestruturados com diferentes 

proporções lipídio sólido/lipídio líquido; 

 Caracterizar morfologicamente e físico-quimicamente os sistemas 

obtidos; 

 Determinar a Eficiência de Encapsulação e Teor da AlClPc nos 

sistemas; 

 Avaliar a penetração cutânea in vitro da AlClPc utilizando células de 

difusão tipo Franz; 

 Avaliar a penetração cutânea in vivo da AlClPc utilizando camundongos 

hairless através de microscopia de fluorescência; 
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4. MATERIAL 

O fotossensibilizador AlClPc utilizado neste trabalho foi adquirido da Sigma-

Aldrich, o Ácido Esteárico e o Lauril Sulfato de Sódio da Vetec; o Ácido Oléico, 

o Cloreto de Cetilpiridíneo, o Dimetil Sulfóxido foram adquiridos da Synth e o 

Álcool Etílico Absoluto e o Polietileno Glicol 300 adquiridos na Neon. Todos os 

outros solventes e reagentes utilizados foram de grau analítico. 
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5. METODOLOGIA 

5.1- PREPARAÇÃO DAS NANOPARTÍCULAS LIPÍDICAS CONTENDO 

AlClPc 

As dispersões de NLS e CLN foram preparadas pelo método de difusão 

de solvente em fase aquosa, descrito por HU et al., 2002, utilizando o Ácido 

Esteárico (AE) como lipídio sólido para as NLS e Ácido Oléico (AO) 

incorporado na matriz sólida em diferentes proporções para os CLN (Tabela 1). 

A fase lipídica foi fundida a 70°C em banho-maria, em seguida a fase orgânica 

composta da AlClPc dispersa em etanol foi vertida na fase lipídica. Esta fase 

orgânica resultante foi então dispersa numa solução aquosa de Lauril Sulfato 

de Sódio (SDS) 2% e mantida sob agitação magnética constante de 600 rpm 

por 24 horas, a temperatura ambiente. Após a evaporação do solvente, a 

dispersão lipídica é formada por precipitação do lipídio em um meio aquoso 

(MEHNERT; MÄDER, 2012).  

A Tabela 1 apresenta a composição final das dispersões lipídicas 

desenvolvidas no estudo. Para a obtenção destes sistemas na forma sólida, as 

amostras foram resfriadas para que houvesse a precipitação das 

nanopartículas, e então foram submetidas à centrifugação a 5000 rpm por 1 

hora a 4°C. O sobrenadante retirado e as nanopartículas sedimentadas foram 

dispersas numa solução aquosa de SDS 0,2% e centrifugadas novamente por 

30 minutos, para solubilização do fármaco adsorvido na superfície das NL. O 

sedimento das nanopartículas foi congelado e posteriormente liofilizado. Os 

dois sobrenadantes foram utilizados para a quantificação da Eficiência de 

Encapusulação (EE) e Teor (seção 4.2.3). 
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Tabela 1: Composição das Nanopartículas Lipídicas Sólidas e Carreadores 

Lipídicos Nanoestruturados desenvolvidos  

Amostra AE (%) AO 

(%) 

AlClPc 

(mg) 

SDS 

(%) 

Etanol 

(mL) 

Água q.s 

(mL) 

NLS Inerte 100 - - 2 3 120 

NLS-AlClPc 100 - 5 2 3 120 

CLN 20 80 20 5 2 3 120 

CLN 40 60 40 5 2 3 120 

NLS Inerte: Nanopartícula Lipídica sem o fármaco; NLS-AlClPc: Nanopartícula 
contendo o fármaco; CLN 20: Carreadores Lipídicos Nanoestruturados 
contendo 20% de Ácido Oléico; CLN 40: Carreadores Lipídicos 
Nanoestruturados contedno 40% de Ácido Oléico. 

 

5.2- CARACTERIZAÇÃO MORFOLÓGICA DOS SISTEMAS OBTIDOS 

5.2.1- TAMANHO DE PARTÍCULA E POTENCIAL ZETA 

 A caracterização por tamanho de partícula e índice de polidispersividade 

(IPD) foi realizada pelo método de espalhamento de luz dinâmico e a medida 

do Potencial Zeta foi realizada pela técnica de microeletroforese, ambas 

utilizando um Zetasizer (Malvern Instruments, UK), no Departamento de Física 

da Universidade de Sergipe. 

5.2.2- MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE TRANSMISSÃO (MET) 

 A MET foi realizada para caracterização morfológica das NLS, utilizando 

um microscópio FEI, Morgagni 268D no Centro de Tecnologias Estratégicas do 

Nordeste (CETENE). 

 Inicialmente, as dispersões foram centrifugadas e concentradas  antes 

das análises. Em seguida, 10 µL das dispersões lipídicas concentradas foram 

aplicadas sobre uma grade de cobre revestida com filme de carbono. O 

excesso da dispersão foi removido com papel absorvente. Em seguida, foi 
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adicionado 10 µL de ácido fosfotúngstico (PTA) 2% como agente de contraste, 

e deixado em repouso por 5 minutos. 10µL de água foi adicionado, duas vezes, 

para lavagem da formulação e o excesso removido com papel absorvente. As 

grades de cobre foram então secas em dessecador, fixadas no suporte de 

amostras e em seguida as amostras foram examinadas utilizando MET. 

 

5.2.3- DETERMINAÇÃO DA EFICIÊNCIA DE ENCAPSULAÇÃO (EE) E TEOR 

 A EE foi obtida pelo método indireto (HU et al., 2008), através da 

quantificação por espectrofluorimetria do fármaco não encapsulado nos 

sobrenadantes removidos na etapa de obtenção das nanopartículas. O método 

para quantificação foi previamente validado segundo ALMEIDA et al., 2012, 

onde a linearidade foi alcançada entre as concentrações de 0,01 e 0,2µg/mL 

apresentando coeficiente de correlação linear (R) de 0,998. Parâmetros tais 

como precisão, exatidão e limite de quantificação também foram avaliados e 

considerados adequados para um método analítico de quantificação.   

Par calcular a EE e teor foram realizados foram utilizadas as equações 1 

e 2, respectivamente. 

Eq (1): Determinação da Eficiência de Encapsulação 

 

 

Eq (2): Determinação do teor 

 

 

Onde, 

QT: Quantidade total de AlClPc adicionada à formulação; 

QS1: Quantidade presente no sobrenadante após a primeira centrifugação; 
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QS2: Quantidade presente no sobrenadante após a segunda centrifugação; 

QL: Quantidade total de lipídio sólido.  

5.3- ANÁLISE TÉRMICA 

A análise térmica através da Calorimetria Exploratória Diferencial (DSC) 

é amplamente utilizada para caracterizar o grau de cristalinidade e a transição 

polimórfica de lipídios (MENDES et al., 2013), já que diferentes modificações e 

composições lipídicas apresentam mudanças de entalpias e picos de fusão 

(SWATHI et al., 2010). 

Curvas DSC do AE, das NLS inertes e das NL contendo AlClPc  foram 

obtidas utilizando instrumento  DSC TA Instruments modelo Q20, sob fluxo de 

argônio (50 mL/min), razão de aquecimento de 10ºC/min, faixa de temperatura 

entre 25-250ºC.  

As curvas de DSC também permitem determinações quantitativas, já 

que a área dos picos de fusão está relacionada com a energia envolvida no 

processo, ou seja, a entalpia de fusão (BERNAL et al., 2002). O índice de 

recristalização (IR) do AE e das formulações foi calculado usando a equação 3 

(TIWARI;PATHAK, 2011; MANEA et al., 2013): 

Eq (3): Índice de Recristalização  

 

 

Onde, ΔH NL liofilizada é a entalpia de fusão das NL; 

ΔHAE é a entalpia de fusão do AE; 

Cfase lipídica é a Concentração da fase lipídica (m/v), dada pela porcentagem do 

lipídio sólido na dispersão lipídica final. 
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5.4- ESPALHAMENTO DE RAIOS-X A BAIXO ÂNGULO (SAXS) 

Para avaliar o grau de cristalinidade das amostras de nanopartículas 

lipídicas, medidas de SAXS foram realizadas na estação de medidas D11-A 

SAXS do Laboratório Nacional de Luz Síncroton (LNLS) em Campinas, o qual é 

equipado com um monocromador (λ= 1,608Ǻ), uma câmara de ionização, um 

detector vertical e um analisador multicanal para registrar a intensidade do 

espalhamento. O espalhamento das partículas existentes no sistema será 

subtraído da intensidade total da amostra. As intensidades de todas as 

amostras serão medidas em unidades relativas, mas para uma comparação 

quantitativa, as medidas foram normalizadas nas mesmas condições 

experimentais. Um detector de raios-X vertical e um analisador multicanal 

foram utilizados para registrar a intensidade do espalhamento, I(Q,) como uma 

função do módulo do espalhamento do vetor q (Formariz, 2007).  O valor de “q” 

pode ser convertido para a distância entre os locais de espalhamento aplicando 

a Lei de Bragg de acordo com a Equação 4 (CASTRO et al., 2009).  

Eq (4): Lei de Bragg 

 

Onde, qn = é a posição do pico de difração de ordem n 

d = distância entre os locais de espalhamento 

5.4- AVALIAÇÃO DA FORMULAÇÃO CONTROLE 

 Devido à forte tendência de agregação da AlClPc, foram obtidos 

espectros de absorção na região ultravioleta e visível (UV-vis) da ftalocianina 

em diversos solventes: DMSO, Etanol, Polietilenoglicol 300 (PEG 300), para 

avaliar o comportamento de absorção do fármaco. Varreduras na faixa de 200-

800nm foram realizadas utilizando o espectrômetro 800XI - Femto.  

5.5- ESTUDO IN VITRO DE PERMEAÇÃO/PENETRAÇÃO CUTÂNEA 

O estudo de penetração cutânea foi realizado a partir de dispersões 

lipídicas das NL contendo AlClPc e de uma formulação controle, formada por 
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uma solução de PEG 300 contendo a mesma concentração de AlClPc que as 

dispersões testadas (41,67 µg/mL). Foram utilizadas peles da região dorsal de 

orelhas de porco entre os compartimentos doador e receptor das células de 

Franz. As orelhas foram provenientes de animais recentemente sacrificados em 

matadouros locais, aonde, a pele foi retirada da cartilagem com auxílio de pinça 

e bisturi, seguindo-se a remoção do tecido gorduroso remanescente na pele 

utilizando tesoura cirúrgica. O compartimento receptor foi preenchido com 

Tampão Fosfato 7,2 contendo 1% CCP como tensoativo (ROSSETI et al., 

2011), enquanto o compartimento doador foi preenchido com 1 mL de 

dispersão lipídica contendo 0,4% de natrosol ou formulação controle. Em 

tempos pré - determinados (2, 4, 8, 10 e 24h), foi coletado 3 mL do 

compartimento receptor sendo este imediatamente reposto pelo mesmo volume 

de solução receptora. As células de Franz foram mantidas em agitação 

constante de 600 rpm a 37°C.  

Após 24h de cinética foram realizados os estudos de retenção cutânea, 

utilizando a técnica de tape stripping. Para isso, as peles utilizadas no estudo 

de permeação in vitro foram removidas das células de difusão e lavadas com 

água destilada, e secas com papel absorvente. As peles foram fixadas com 

fitas adesivas em uma superfície lisa com o EC voltado para cima, sendo 

exposta a apenas a área de permeação, ou seja, a área que estava em contato 

direto com a formulação durante o estudo de permeação. 15 fitas (sendo a 

primeira eliminada) foram aplicadas sucessivamente sobre a pele para retirada 

do EC. As fitas foram unidas e colocadas em um tubo de extração com  4 mL 

de DMSO e agitadas em um mixer por 1 minuto, em seguida, foram submetidas 

a banho de ultrassom. As soluções foram quantificadas por 

espectrofluorimetria. 

O tecido cutâneo remanescente foi cortado em pequenos pedaços, 

colocado em um tubo de extração com 4 mL de DMSO, homogeneizado em 

homogeneizador de tecidos (Ultra-Turrax – T-50) por 1 minuto e posteriormente 

submetido a ultrassom por 20 minutos. A solução foi filtrada em membrana de 

poro 0,45 µm e quantificada por espectrofluorimetria. 
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5.6- ESTUDO IN VIVO DE PENETRAÇÃO CUTÂNEA 

 A penetração cutânea in vivo da AlClPc foi avaliada a partir da aplicação 

de 200 µL da dispersão da AlClPc veiculada em NLS e CLN e da formulação 

controle, no dorso de camundongo Hairless (n=3) obtidos do Biotério de 

Produção e Experimentação da Faculdade de Ciências Farmacêuticas de 

Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo. A formulação foi mantida no 

dorso do camundongo por 8 horas. A pele do camundongo não tratada foi 

utilizada como controle da auto-fluorescência da pele. Após 8 horas de 

aplicação da formulação, a área da pele tratada foi imediatamente removida. 

As amostras foram incorporadas em meio de congelamento Tissue Tec, 

congeladas e seções transversais da pele foram cortadas (30 µm) em criostato. 

Os cortes foram montados em lâminas de vidro sem coloração adicional e a 

visualização da penetração da AlClPc e observados em  microscópio de 

fluorescência (Axio Imager.A1,  Zeiss, Alemanha) utilizando objetiva de 10x 

filtro Set 50, que possibilita a excitação da AlClPc em comprimentos de onda 

entre 610 e 670 nm e emissão de fluorescência acima de 650 nm, e tempo de 

integração de 41 ms. 

5.7- ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 As diferenças entre as formulações foram analisadas por ANOVA de 

uma via e pós-teste de Tukey, utilizando o software BioEstat 5.0. 

 

6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

6.1- TAMANHO DE PARTÍCULA E POTENCIAL ZETA 

Todas as amostras obtidas foram preparadas utilizando o AE como 

matriz sólida, que tem sido relatado como um adequado material na obtenção 

de nanopartículas lipídicas (WANG et al., 2012).  

A análise de tamanho de partícula foi realizada pela técnica de 

espectroscopia de correlação de fóton, que mede a variação na intensidade do 

espalhamento de luz causado pelo movimento das partículas (MEHNERT; 
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MÄDER; 2012). Através desta técnica foi possível confirmar a obtenção de 

partículas na faixa nanométrica. Um dos fatores mais importantes responsáveis 

pela diminuição no tamanho das partículas é a concentração do tensoativo em 

solução (KUMAR; RANDHAWA, 2013). Em estudos preliminares, foi feita a 

escolha da concentração de SDS em 2%, através da variação desta e 

mantendo constantes as concentrações dos outros componentes (dados não 

mostrados). As principais funções do tensoativo são a estabilização da 

dispersão lipídica e a prevenção do aumento do tamanho de partícula durante 

o armazenamento da formulação, como também controlar a cristalização e a 

transição polimórfica (KUMER; RANDHAWA, 2013), ou seja, as propriedades 

das partículas sólidas resultantes (LOPEZ et al., 2012). 

Normalmente, diversos fatores influenciam no tamanho de partícula, 

como a concentração e o tipo de lipídio e tensoativo (TEERANACHAIDEEKUL 

et al., 2008). NLS e CLN apresentaram tamanho médio na escala nanométrica 

e observa-se que o tamanho de partícula foi afetado pela incorporação e pelo 

aumento na concentração AO. O aumento do lipídio líquido de 0% para 20% e 

para 40% resultou na diminuição do tamanho médio de partícula de 291 nm 

para 264 nm e 205 nm, respectivamente (Tabela 2). Observações semelhantes 

foram relatadas por outros autores (AGRAWAL et al., 2010; MARQUELE-

OLIVEIRA et al., 2010 e ZHENG et al., 2013). Segundo HU et al., 2005, 

TIWARI;PATHAK, 2011 e UPRIT et al., 2013, altas quantidades de AO 

reduzem a viscosidade dentro da matriz lipídica e consequentemente reduzem 

a tensão superficial, auxiliando a formação de nanopartículas distribuídas de 

maneira homogênea. A incorporação da AlClPc nas NLS resultou no aumento 

no tamanho médio da partícula de 142 nm para 291nm, o que também foi 

observado por PROMBUTARA et al., 2012 e MARTINS et al., 2012 quando 

incorporaram fármacos em NLS. 

 O potencial zeta é a medida geral das cargas adquiridas pelas partículas 

em um determinado meio e pode ser considerado uma referência na 

estabilidade de sistemas coloidais (RAHMAN et al., 2010), pois indica o grau de 

repulsão entre as partículas na dispersão (DAS et al., 2012). Todas as 
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dispersões apresentaram, em módulo, altos valores de potencial zeta, com 

carga negativa, acima de 50 mV. O potencial zeta negativo sugere que o 

tensoativo, que tem uma porção negativa estabiliza o lipídio por estar adsorvido 

na superfície da partícula e fornece a estabilidade eletrostática (KUMAR; 

RANDHAWA, 2013) já que, altos valores de potencial zeta produzem grande 

repulsão eletrostática entre as partículas, resultando em alta estabilidade física 

dos sistemas (RIDOLFI et al., 2012, MEHNERT; MÄDER; 2012), pois previne a 

agregação das partículas (DAS et al., 2012). 

Tabela 2: Caracterização por tamanho médio, Índice de Polidispersividade 

(IPD) e Potecial Zeta das Nanopartículas Lipídicas desenvolvidas 

Amostra Tamanho médio 

(nm) 

IPD Potencial Zeta (mV) 

NLS Inerte 142,7 +/- 9,1 0,45 +/- 0,04 -56,1 +/- 17,3 

NLS-AlClPc 291,6 +/- 3,6 0,53 +/- 0,05  -57 +/- 15 

CLN 20 264,4 +/- 25,2 0,45 +/- 0,06 -54,4 +/- 19,4 

CLN 40 205,9 +/- 22,7 0,467 +/- 0,04 -69,1+/- 18,5 

Cada análise foi realizada em triplicata 

 

 

6.2- MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE TRANSMISSÃO (MET) 

 Para obter mais informações sobre tamanho de partícula e morfologia, 

foram realizadas análises de MET da NLS inerte, NLS-AlClPc, CLN 20 e CLN 

40. Na Figura 10, observa-se a ausência de agregação das partículas, 

confirmando as análises de potencial zeta. Variações no tamanho de partícula 

são esperadas, já que para as análises de MET as nanopartículas são 

expostas a vácuo elevado dentro de uma coluna de feixe de elétrons, enquanto 
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que na espectroscopia por correlação de fóton os tamanhos são obtidos pelos 

sinais do movimento Browniano das nanopartículas (HOW et al., 2013). 

 

Figura 10: Imagens de MET das nanopartículas preparadas. (A): NLS inerte; 

(B): NLS-AlClPc; (C): CLN 20; (D): CLN 40  

6.3- EFICIÊNCIA DE ENCAPSULAÇÃO (EE) E TEOR  

 Um importante fator no que diz respeito à aplicação das NL como 

carreadores de fármacos é a sua capacidade de veiculá-los. A porcentagem de 

AlClPc incorporada nas NL foi avaliada pelo método indireto e observou-se que 

altas quantidades do fármaco foi encapsulada, provavelmente devido ao 

caráter lipofílico deste fotossensibilizador. O aumento na concentração de AO 

de 20% para 40% resultou no aumento da EE de 88,25% para 95,8%, valores 

mais altos que a EE das NLS que foi de 85,78% (Tabela 3). O mesmo ocorre 

para o teor que aumenta de 2,8% para 4,0% para os CLN e possui valores 

maiores que as NLS que foi de 2,2%. Estes resultados podem ser explicados 

pelas imperfeições na estrutura cristalina da matriz lipídica sólida, quando o 
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lipídio líquido é incorporado, resultando em maior espaço para acomodação do 

fármaco, ou seja, aumento da eficiência de encapsulação e da capacidade de 

veiculação do fármaco (DOKTOROVOVÁ et al., 2010; LIU et al., 2011), porém, 

a EE e o teor máximos, dependem de uma ótima razão na mistura entre lipídio 

sólido e lipídio líquido (UPRIT et al., 2013). 

Tabela 3: Caracterização por Eficiência de Encapsulação e Teor das 

Nanopartículas Lipídicas desenvolvidas 

Amostra Eficiência de Encapsulação 

(%) 

Teor (%) 

NLS Inerte - - 

NLS-AlClPc 85,78 +/- 0,03 2,23 +/- 0,02 

CLN 20 88,25 +/- 0,01 2,81 +/- 0,01 

CLN 40 95,8 +/- 0,03 4,00 +/- 0,02 

Cada análise foi realizada em triplicata 

6.4- ANÁLISE TÉRMICA 

Devido à natureza cristalina do lipídio, o polimorfismo é uma 

característica que pode ocorrer em NL. Além disso, o aquecimento, a fusão, o 

resfriamento e a recristalização, que são etapas no processo de obtenção das 

NL, podem levar ao surgimento de transições entre os diversos estados 

polimórficos: instável (α), metaestável (β’) e estável (β) (SILVA et al., 2011). O 

AE é um ácido graxo saturado de caráter lipofílico, frequentemente escolhido 

como lipídio sólido para a produção de dispersões de NL (SEVERINO et al., 

2011) e possui quatro formas polimórmicas identificadas, A, B, C e E 

(TEIXEIRA et al., 2010; SEVERINO et al., 2011).   

  Foram feitas análises de DSC do AE, NLS com e sem fármaco, e os 

CLN 20 (20% AO) e CLN 40 (40% AO), 3 meses após a preparação das 

formulações (Figura 11). O ponto de fusão do AE foi 57,6°C e foi relacionado 
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ao polimorfo B, que tem seu ponto de fusão relatado em 54°C (GARTI et al., 

1980). De acordo com a Tabela 4 e Figura 11, observa-se uma possível 

transição polimórfica da matriz lipídica sólida, já que a NLS inerte teve seu 

ponto de fusão em 68,1°C sugerindo a transição para o polimorfo C, 

termodinamicamente mais estável (ALMEIDA et al., 2012) que pode ser obtido 

através da cristalização após fusão do lipídio (DAS; CHAUDHURY; 2011), que 

são etapas do processo de obtenção das NL.  

Geralmente, moléculas de lipídios têm alta mobilidade em fases 

termodinamicamente instáveis (MEHNERT; MÄDER; 2012), e assim, para um 

sistema polimórfico, transições de fase para o polimorfo mais estável são 

inevitáveis, devido à direção termodinâmica para a minimização de energia 

(RINCÓN-CARDONA et al., 2013). Essa transição polimórfica pode ser um 

grande problema para a veiculação de fármacos em sistemas carreadores 

lipídicos, devido a possibilidade de expulsão do princípio ativo durante o 

período de armazenamento. Como nas NL desenvolvidas houve a presença 

apenas da forma polimórfica mais estável, não haverá risco de expulsão do 

fármaco, ocasionado por mudanças na estrutura cristalina do lipídio durante o 

período de armazenamento das formulações. 

Resultados semelhantes foram obtidos por ZARIWALA et al., 2013, que 

através de análises de DSC do AE observou dois picos com pontos de fusão 

em 60,5°C e 71,2°C, indicando a presença de duas formas polimórficas, sendo 

a primeira a menos estável, e após a formação da NLS inerte o polimorfo 

menos estável desaparece, indicando uma completa transição para a forma 

polimórfica mais estável.  
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Figura 11: Curvas de DSC do AE, NLS inerte, NLS-AlClPc, CLN 20 e CLN 40. 

 

Tabela 4: Tonset, Pico máximo, Entalpia de Fusão e Índice de Recristalização do 

AE, NLS inerte, NLS-AlClPc, CLN 20, CLN 40 

 Tonset 

(°C) 

Pico de 

Fusão (°C) 

Entalpia de 

Fusão ΔH 

(J/g) 

Índice de 

Recristalização 

(%) 

Ácido Esteárico 41,4 57,6 -167,2 100,0 

NLS inerte 58,7 68,1 -54,6 20,6 

NLS-AlClPc 55,7 65,7 -34,8 13,1 

CLN 20 54,8 65,2 -31,1 14,7 

CLN 40 56,7 61,4 -20,4 12,8 
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A fim de avaliar a transição polimórfica do AE, foi feita a recristalização 

deste lipídio em etanol, nas mesmas condições de preparo das NL, já que no 

método de obtenção desses sistemas, o resfriamento, após fusão, leva à 

recristalização da fase lipídica e então ocorre a formação das NL (DE SOUZA 

et al., 2012). A curva de DSC do AE recristalizado está representada na Figura 

12 e observa-se um pico endotérmico em 53,2°C, que pode estar relacionado 

ao polimorfo B, menos estável (GARTI et al., 1980). Outro evento endotérmico 

ocorre em 75,5°C, que pode estar relacionado ao polimorfo C mais estável 

(Almeida et al., 2012) e o terceiro evento em 79,8°C que é relativo à presença 

de moléculas de etanol na amostra durante análise de DSC, já que tem seu 

ponto de ebulição relatado na literatura em 78-79°C. 

 Com esta análise por DSC, verifica-se que o método de obtenção das 

NL, nessas condições, promove a transição polimórfica do AE, da forma menos 

estável para a mais estável termodinamicamente. 

 

Figura 12: Curva de DSC do ácido esteárico recristalizado em etanol 

A Figura 13 representa a curva de DSC da AlClPc onde observa-se um 

evento endotérmico em 157,05°C. ALMEIDA et al., também observaram este 

evento endotérmico associado a um pequena perda de massa verificado nas 

análises de termogravimetria que pode ter ocorrido devido a evaporação de 
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compostos voláteis (N2, O2, CO2 e H2O) ou a degradação de fragmentos 

químicos instáveis.  

 

 

Figura 13: Curva de DSC da Alumíunio-Cloro Ftalocianina 

Quando a AlClPc é incorporada ao sistema, observa-se a diminuição no 

pico de fusão da NLS inerte em relação à NLS-AlClPc de 68,1°C para 65,7°C 

(Tabela 4), sugerindo a encapsulação do fármaco na matriz lipídica sólida das 

NL, o que resulta na diminuição da organização cristalina e consequentemente 

o ponto de fusão da NLS (NEGI et al., 2013). Resultados semelhantes foram 

observados por KIM et al., 2010; RAHMAN et al., 2010, VAGHASIYA et al., 

2013 e ZARIWALA et al., 2013, quando incorporaram o princípio ativo em NL. 

Análises por DSC também são úteispara avaliar o grau de cristalinidade 

de lipídios, que foi estimado para o AE isolado e NL através da comparação 

das entalpias de fusão (ΔH) e do IR do AE e NL liofilizadas (MARTINS et al., 

2012). ΔH do AE, NLS inerte e NLS-AlClPc foi de -167,2 J/g, -54,6 J/g e -34,8 

J/g, respectivamente, e o IR do AE, NLS inerte e NLS-AlClPc foi de 100%, 

20,6% e 13,1%, respectivamente (Tabela 4). Uma diminuição na entalpia de 

fusão e IR das NLS inerte e NLS-AlClPc é observada quando comparadas ao 
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AE, e pode ser explicado pela interação entre o tensoativo e a matriz lipídica 

(KOVAČEVIĆ et al., 2014), que gera uma tensão de superfície próximo à 

partícula, diminuindo seu tamanho e consequentemente, aumentando a área 

de superfície, o que reduz a energia necessária para ruptura da estrutura 

cristalina (ALI et al., 2010), demonstrando estruturas menos cristalinas para as 

NLS comparadas ao AE.  

Geralmente, a diminuição na temperatura de fusão em sistemas 

carreadores lipídicos, é dependente da concentração de lipídio líquido 

(SEVERINO et al., 2011). RIBEIRO et al., 2012 mostraram que a razão para a 

diminuição da cristalinidade do AE foi a quantidade de AO incorporada nas 

micropartículas lipídicas. Observa-se que o pico de fusão da NLS foi em 65,7°C 

e com a incorporação de 20% de AO essa temperatura de fusão reduziu 

minimamente para 65,2°C. Quando a concentração do lipídio líquido aumenta 

para 40%, a fusão ocorre em 61,4°C (Tabela 4). Esta diminuição no ponto de 

fusão dos CLN pode ser atribuído à interação do lipídio sólido com o lipídio 

líquido e o tensoativo, ou devido à diminuição do tamanho de partícula destes 

carreadores (TIWARI;PATHAK, 2011). 

 A adição do lipídio líquido na matriz lipídica sólida promove a formação 

de um cristal menos ordenado, gerando imperfeições na estrutura cristalina e 

consequentemente reduzindo a tendência do lipídio sólido recristalizar. A 

cristalinidade reduzida dos CLN pode ser evidenciada pela diminuição da 

entalpia desses sistemas em relação às NLS (tabela 4). 

Com a formação de um sistema nanoparticulado menos cristalino, há a 

diminuição no ponto de fusão e há a influência direta na EE e teor, já que 

maiores imperfeições no cristal geram mais espaços para a veiculação do 

fármaco. Dessa maneira, os resultados de DSC corroboram com a EE e teor 

obtidos no estudo onde foram obtidos maiores valores para CLN 40 > CLN 20 > 

NLS-AlClPc. 
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6.5- ESPALHAMENTO DE RAIOS-X A BAIXO ÂNGULO - SAXS 

 Alguns materiais e sistemas podem espalhar raios-x a baixo ângulo se 

forem compostos por múltiplas fases com diferentes densidades eletrônicas e 

tamanho nanométrico (CASTRO et al., 2009).  

As curvas de SAXS do AE e das NL liofilizadas mostraram 3 picos de 

espalhamento bem definidos (Figura 14). O vetor de espalhamento q do AE, 

que corresponde aos picos de espalhamento possuem a relação q1:q2:q3 = 

1:2:3 (Tabela 5). Esta relação já é bem conhecida e é característica da 

periodicidade lamelar (ZHENG et al., 2011; CHORILLI et al., 2011; GU et al., 

2013). MARUYAMA et al., 2001 mostraram por medidas de SAXS do AE, três 

picos de espalhamento com o mesmo intervalo entre eles, evidenciando a 

estrutura lamelar do lipídio (Figura 15).   

 

 

Figura 14: Curvas de SAXS do AE, AlClPc e NL liofilizadas 
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Tabela 5: Parâmetros de espalhamento obtidos nas curvas de SAXS. 

 q1(nm) d1(nm) q2(nm) d2(nm) q3(nm) d3(nm) 

AE 1,61 3,9 3,25 3,86 4,93 3,82 

AlClPc 4,95 1,27 - - - - 

NLS-AlClPc 1,55 4,05 3,12 4,04 4,6 4,09 

CLN20 1,55 4,05 3,12 4,04 4,6 4,09 

CLN40 1,55 4,05 3,1 4,05 4,64 4,06 

 

Os picos de espalhamento para as NL também possui a relação q1:q2:q3 

= 1:2:3, indicando NL com microestruturas lamelares (Figura 14). A partir dos 

valores de q, é possível obter as distâncias repetidas aplicando a Lei de Bragg 

modificada (Equação 4), onde para estruturas lamelares, os picos são 

localizados em posições equidistantes (CODERCH et al., 2007). Os parâmetros 

obtidos nas curvas de SAXS das NL (Tabela 5) mostram que o espaçamento 

interlamelar d é aproximadamente 4,1nm.  

 

 

Figura 15: Representação esquemática da estrutura lamelar do Ácido 

Esteárico. (MARUYAMA et al., 2001). 
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 A AlClPc possui um pico de espalhamento em 4,95nm que não é 

observado nas NL contendo o fármaco. Este resultado confirma as análises de 

DSC que demonstra que o fármaco está disperso na sua forma amorfa dentro 

da estrutura cristalina da matriz lipídica sólida. 

 

6.6- ESTUDO IN VITRO DE PERMEAÇÃO/PENETRAÇÃO CUTÂNEA 

6.6.1 – AVALIAÇÃO DA FORMULAÇÃO CONTROLE 

 As ftalocianinas possuem forte tendência de agregação devido à 

interação entre seus elétrons. A agregação geralmente é descrita como uma 

associação co-planar dos anéis progredindo de monômeros para dímeros 

afetando a forma da banda Q (YANΙK et al., 2009; KARAOĜLU et al., 2012) e é 

dependente da concentração, natureza do solvente, íons metálicos 

complexados e temperatura (YANΙK et al., 2009).Esta agregação diminui a 

solubilidade destes componentes em muitos solventes, e afeta drasticamente 

suas propriedades espectroscópicas, fotofísicas, fotoquímicas e eletroquímicas 

(ÇAKIR et al., 2013). Dessa maneira, a ação fotodinâmica de um 

fotossensibilizador está relacionada ao estado monomérico do fármaco e com 

isso os sistemas de liberação desempenham um importante papel de liberar o 

fármaco em seu local de ação na sua forma monomérica (ROSSETI et al., 

2011). 

 Foram obtidos espectros de absorção na região UV-VIS da AlClPc em 

três diferentes solventes, DMSO, etanol e PEG 300, para observar o 

comportamento de absorção do fármaco (Figura 16), pois é uma importante 

comparação qualitativa da sua eficiência de absorção (KLUSON et al., 2008), 

além do potencial fotossensibilizador das ftalocianinas ser intensamente 

afetado devido à agregação das suas moléculas (GÜZEL et al., 2013). 
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Figura 16: Espectros de absorção na região UV-VIS da AlClPc em diferentes 

solventes na concentração de 2μg/mL. 

 Geralmente as ftalocianinas exibem duas bandas características no 

espectro eletrônico na região do UV-vis, a banda Q e a banda de Soret ou B. A 

banda Q corresponde à transição eletrônica do mais alto orbital molecular 

ocupado para o mais baixo orbital não ocupado e é observada em 650-750nm 

e a banda B observada em 300-350nm no espectro eletrônico (ÇAKΙR et al., 

2013). 

Os espectros de absorção da AlClPc mostram uma baixa intensidade de 

absorção na banda de Soret  e uma banda Q muito mais intensa. Nos três 

solventes, a AlClPc apresentou forte absorção na região do vermelho, em 

aproximadamente 670nm por uma única banda Q (Tabela 6), que corresponde 

à absorção monomérica (KLUSON et al., 2008; BΙYΙKLΙOĜLU et al., 2010) e 

um pico vibracional em aproximadamente 602nm. A intensidade significante 

desta banda é resultado de transições eletrônicas no sistema macrocíclico 

(GOLINSKI et al., 2011). Observa-se também, com menos intensidade, uma 

banda B em aproximadamente 350nm. Estes espectros indicam a ausência de 
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formação de dímeros da AlClPc, também evidenciado por DE PAULA et al., 

2013 com este fármaco em Etanol. 

De acordo com estes resultados, o PEG foi escolhido como solução 

controle nos estudos de permeação in vivo e in vitro devido a sua habilidade de 

solubilizar a AlClPc na forma monomérica (ROSSETI et al., 2011), já que tanto 

o DMSO quanto o Etanol são promotores de permeação (LANE, 2013) e 

influenciariam nos estudos de permeação e penetração in vitro e in vivo da 

formulação controle. 

Tabela 6: Caracterização Fotofísica da AlClPc em diferentes solventes 

AlClPc-Solvente (2μ/mL) UV-VIS* (nm) 

DMSO 666 

Etanol 669 

PEG 300 664 

* Comprimento de onda de máxima absorção na região UV-VIS 

 

6.6.2 – AVALIAÇÃO IN VITRO DA PENETRAÇÃO/PERMEAÇÃO CUTÂNEA 

DA AlClPc 

 Nos estudos de permeação cutânea in vitro, as concentrações 

encontradas da AlClPc no meio receptor após 24h de cinética, foram abaixo do 

limite de detecção por espectrofluorimetria no método de quantificação 

utilizado, ou seja, a AlClPc não permeia através da pele ficando retida no EC e 

nas camadas da pele, e assim pode evitar o risco de efeitos sistêmicos tóxicos 

provocados pela AlClPc. Devido a não permeação da AlClPc através da pele, 

estes estudos in vitro foram realizados durante 12h para quantificação da 

AlClPc retida no EC e nas outras camadas da pele.  

Uma das funções mais importantes da pele é a proteção do organismo 

contra alguns danos que podem ser causados pelo ambiente, e para isso o EC 
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desempenha uma função essencial como barreira, mas também proporciona 

uma via por onde fármacos podem difundir durante a permeação (ASHTIKAR 

et al., 2013).  

Como resultados do estudo de penetração cutânea in vitro, foi 

observado que a quantidade de AlClPc retida no EC foi maior a partir da 

Formulação Controle, seguindo a seguinte ordem: Formulação Controle > NLS-

AlClPc > CLN20 > CLN40, sendo significantemente maior na formulação 

controle em relação às formulações (p < 0,01) (Figura 17). Porém, a 

quantidade retida de fármaco nas camadas mais profundas da pele (epiderme 

+ derme) foi maior quando as NL foram empregadas: CLN 40> CLN 20 = NLS-

AlClPc > Formulação Controle. Este resultado demonstra a capacidade que as 

NL possuem de penetrar a principal barreira e alcançar as principais camadas 

da pele, enquanto que grande quantidade da  AlClPc livre da formulação 

controle fica retida no EC (em média, 73% da quantidade total retida na pele). 

Isso pode ser explicado devido ao efeito oclusivo causado na pele após a 

aplicação tópica de NL, melhorando a capacidade de penetração de fármacos 

através do EC, por aumentar a hidratação da pele (MEI et al., 2003), além do 

maior contato da formulação com os corneócitos, devido ao tamanho 

nanométrico das NL (VAGHASIYA et al., 2013).  

Com relação à incorporação de AO à matriz lipídica, houve diferença 

significativa na quantidade de AlClPc retida no EC entre NLS-AlClPc e os CLN 

(p<0,05), demonstrando melhor capacidade destes de penetrar a barreira 

lipídica, porém, nenhuma diferença significante foi encontrada entre CLN 20 e 

CLN 40. Já nas camadas mais profundas da pele, as formulações com AO 

(CLN) apresentaram melhores resultados enquanto que a formulação controle 

obteve a menor quantidade de AlClPc retida (p<0,01), demonstrando que todas 

as NL desenvolvidas são carreadores de fármacos eficientes para aplicação 

tópica, pois possuem a capacidade de atravessar o EC liberando o fármaco na 

pele. A formulação CLN 40 apresentou a maior quantidade retida de fármaco 

nas camadas mais profundas da pele, em média, 89,5% da quantidade total de 

fármaco que penetrou na pele ficou retida na epiderme. Quantidade 
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significantemente maior em relação às demais formulações (p < 0,01) (Figura 

17), evidenciando a função de promotor de penetração do AO. Outra alternativa 

para o maior acúmulo de AlClPc na epiderme da formulação CLN 40, é o seu 

menor tamanho de partícula, que favorece o acúmulo das nanopartículas entre 

os corneócitos, facilitando o transporte do fármaco para as camadas mais 

profundas da pele (KÜCHLER et al., 2009)  

 

 

Figura 17: Retenção Cutânea de AlClPc da Formulação Controle e das 

dispersões lipídicas. A quantidade acumulada de AlClPc no EC e na epiderme 

está representada como média +/- desvio padrão, para n=3 amostras. Para EC: 

**p < 0,01 vs Controle; #p < 0,05 vs NLS-AlClPc. Para epiderme: &p < 0,01 vs 

Controle; @p < 0,01 vs CLN 40 (ANOVA seguido de pós-teste de Tukey). 

 

6.7- ESTUDO IN VIVO DE PENETRAÇÃO CUTÂNEA 

 A eficácia da TFD no tratamento de lesões pré-cancerígenas e  do 

câncer de pele não-melanoma, através da aplicação tópica de 

fotossensibilizadores de segunda geração, está relacionada principalmente 

com a capacidade  dos sistemas de liberação melhorar a penetração do 
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fármaco em sua forma monomérica através do EC para que atinjam as células 

malignas presentes nas camadas viáveis da epiderme (ROSSETI et al., 2011) 

A penetração da AlClPc na pele de camundongos após 8h de tratamento 

está representada na Figura 18. A visualização qualitativa indica a localização 

do fármaco fluorescente nas diversas camadas da pele, assim, é possível 

observar que não há grande diferença na intensidade de fluorescência entre 

NLS-AlClPc e a formulação controle. Já a fluorescência observada dos CLN 20 

e 40 foi maior em relação às demais formulações e claramente, CLN 40 teve 

uma maior intensidade de fluorescência da AlClPc nas camadas da pele 

corroborando com os resultados in vitro, sobre o efeito promotor dos CLN, que 

varia de acordo com a concentração de AO, além dos menores tamanhos de 

partículas para os CLN que também favorece o transporte do fármaco para 

camadas mais profundas da pele.  

Os estudos in vitro e in vivo de penetração cutânea sugerem que a 

AlClPc veiculada em NL podem fornecer uma importante ferramenta para que 

este fármaco alcance as camadas mais profundas da pele e torne possível a 

realização da TFD do câncer de pele. 
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Figura 18: Imagens de Microscopia de Fluorescência da Penetração Cutânea 

da AlClPc veiculada em: A) Formulação Controle; B) NLS-AlClPc; C) CLN 20 e 

D) CLN 40 
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7. CONCLUSÃO 

 As NL desenvolvidas podem ser sistemas promissores para veiculação 

da AlClPc para posterior aplicação na TFD do câncer de pele pois 

apresentaram tamanhos, forma e EE apropriados e foram obtidas na sua forma 

polimórfica termodinamicamente mais estável. A AlClPc veiculada nesses 

sistemas fica retida na pele evitando efeitos tóxicos sistêmicos, sugerindo o 

efeito promotor de penetração proporcional ao aumento de AO nas 

formulações e ao menor tamanho de partícula. 
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