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RESUMO 

 

O melanoma maligno, uma neoplasia cutânea notória por sua alta letalidade, tem 
apresentado um aumento significativo em sua incidência ao longo dos anos. Apesar dos 
esforços consideráveis dedicados à extensão da sobrevida dos pacientes, é observado que 
remissões completas e duradouras são raras quando a doença atinge sua fase metastática. 
Historicamente, o emprego de plantas e extratos vegetais tem sido uma prática comum no 
campo terapêutico; contudo, a eficácia nem sempre é assegurada quando se recorre à 
aplicação de princípios ativos puros. A curcumina (CUR), um polifenol natural, é conhecida por 
sua ampla gama de atividades farmacológicas, incluindo efeitos anticancerígenos. Contudo, 
apresenta baixa biodisponibilidade, fato que limita sua aplicação. O surgimento de 
formulações personalizadas de CUR e novos sistemas de entrega, como nanopartículas 
poliméricas e lipossomas tem contribuído para aumentar a sua biodisponibilidade. Aliado a 
isso, a CUR pode ser utilizada como fármaco fotossensibilizador (FS) ativo na Terapia 
Fotodinâmica (TFD), um procedimento minimamente invasivo, com discretos efeitos 
colaterais. Quando um FS é excitado por uma fonte de luz adequada na presença de oxigênio 
molecular (3O2) são formadas espécies citotóxicas, como o oxigênio singleto (1O2), capazes de 
gerar danos celulares fotoinduzidos. Além disso, sua combinação com nanopartículas de prata 
(AgNPs) pode levar a um aumento na geração de 1O2, devido ao efeito metal-enhanced singlet 
oxygen generation (MEO). Nesse cenário, CUR e AgNPs foram incorporadas em lipossomas 
híbridos polimérico-lipídicos formados por DPPC (1,2-Dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina) e 
pelo copolímero tribloco F127. As vesículas obtidas apresentaram diâmetros inferiores a 130 

nm, baixa polidispersão (<0,30), potencial zeta entre ±10 mV e elevadas eficiências de 
encapsulamento (>99%). A caracterização espectroscópica confirmou a síntese e incorporação 
fotoinduzida de AgNPs ao sistema lipossomal. Além disso, os parâmetros de ligação 
demonstraram a forte interação entre lipossomas-CUR em sua forma monomérica, 
potencializada pela presença de AgNPs. Os estudos de Stern-Volmer permitiram estimar a 
localização da CUR na bicamada lipídica, dependente da temperatura por um mecanismo de 
supressão estático. A temperatura de transição de fase (Tm) dos lipossomas obtidos foi 
determinada por DSC (45-56 oC) e a interação entre os componentes da formulação 
investigada por FTIR. Os parâmetros fotofísicos demostraram uma diminuição no rendimento 
quântico de fluorescência da CUR, ideal para a TFD, a qual foi acompanhado pela elevada 
geração de oxigênio singleto e efetivo efeito MEO. Os estudos de viabilidade celular das 
formulações em células cancerígenas de melanoma B16-F10, mostraram a eficiência das 
formulações, principalmente contendo CUR e AgNPs. Por fim, os experimentos de permeação 
ex vivo mostraram aumento da retenção da CUR na derme e epiderme mediante incorporação 
em lipossomas.   
 
Palavras-chave: Curcumina; Nanopartículas de Prata; Lipossomas; Terapia Fotodinâmica; Oxigênio 
Singleto. 

 
 
 
 



ABSTRACT 

 

Malignant melanoma, a cutaneous neoplasm notorious for its high lethality, has exhibited a 
significant increase in incidence over the years. Despite considerable efforts dedicated to 
extending the survival of patients, it is observed that complete and lasting remissions are rare 
when the disease reaches its metastatic phase. Historically, the use of plants and plant 
extracts has been a common practice in the therapeutic field; however, efficacy is not always 
guaranteed when resorting to the application of pure active principles. Curcumin (CUR), a 
natural polyphenol, is known for its broad range of pharmacological activities, including 
anticancer effects. Nevertheless, it exhibits low bioavailability, limiting its application. The 
emergence of customized CUR formulations and new delivery systems, such as polymeric 
nanoparticles and liposomes, has contributed to increasing its bioavailability. In addition to 
this, CUR can be used as an active photosensitizer (PS) in Photodynamic Therapy (PDT), a 
minimally invasive procedure with discreet side effects. When a PS is excited by an appropriate 
light source in the presence of molecular oxygen (3O2), cytotoxic species such as singlet oxygen 
(1O2) are formed, capable of inducing photo-induced cellular damage. Furthermore, its 
combination with silver nanoparticles (AgNPs) may lead to an increase in 1O2 generation due 
to the metal-enhanced singlet oxygen generation (MEO) effect. In this scenario, CUR and 
AgNPs were incorporated into polymeric-lipid hybrid liposomes formed by DPPC (1,2-
Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine) and the triblock copolymer F127. The obtained 
vesicles had diameters below 130 nm, low polydispersity (<0.30), zeta potential between ±10 
mV, and high encapsulation efficiencies (>99%). Spectroscopic characterization confirmed the 
synthesis and photoinduced incorporation of AgNPs into the liposomal system. Additionally, 
binding parameters demonstrated the strong interaction between liposomes and CUR in its 
monomeric form, potentiated by the presence of AgNPs. Stern-Volmer studies allowed 
estimating the location of CUR in the lipid bilayer, temperature-dependent through a static 
quenching mechanism. The phase transition temperature (Tm) of the obtained liposomes was 
determined by DSC (45-56 oC), and the interaction between the formulation components was 
investigated by FTIR. Photophysical parameters demonstrated a decrease in the fluorescence 
quantum yield of CUR, ideal for PDT, accompanied by high singlet oxygen generation and an 
effective MEO effect. Viability studies of the formulations in B16-F10 melanoma cancer cells 
showed the efficiency of formulations, particularly those containing CUR and AgNPs. Finally, 
ex vivo permeation experiments showed an increase in CUR retention in the dermis and 
epidermis through incorporation into liposomes. 
 
Keywords: Curcumin; Silver Nanoparticles; Liposomes; Photodynamic Therapy; Singlet Oxygen. 
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1 INTRODUÇÃO 

O elevado índice de novos casos de câncer é preocupante. De acordo com a organização 

Mundial da Saúde, são estimados 28 milhões de novos casos a cada ano até 2040.1 Se destaca nesse 

caso o melanoma, um câncer de baixa incidência, mas que causa preocupações devido sua 

agressividade e capacidade de disseminação para outros órgãos.2 Diante disso, o desenvolvimento de 

fármacos e terapias mais eficazes no tratamento do câncer tem sido um dos principais campos de 

investimentos da pesquisa científica nos últimos anos. Nesse cenário, os produtos de origem natural 

têm desempenhado uma importante vertente na indústria farmacêutica, principalmente devido às 

suas atividades biológicas multimecanísticas, disponibilidade, sustentabilidade e segurança.3 

A Curcumina (CUR) é um composto polifenólico natural extraído do rizoma do açafrão. Tem 

sido amplamente utilizada como corante alimentício, além de ser considerada segura pela FDA (do 

inglês: Food and Drug Administration), sendo está uma de suas principais vantagens. No que concerne 

às suas aplicações, tem mostrado uma ampla gama de atividades biológicas, incluindo o potencial 

anticancerígeno em uma grande variedade de linhagens celulares.4 Outra importante característica da 

CUR é a sua capacidade de superar o efeito MDR (do inglês: Multidrug Resistance) em muitos tumores. 

5 No entanto, apesar dos excelentes resultados in vitro sua aplicação é limitada devido à sua elevada 

hidrofobicidade e rápida eliminação da corrente sanguínea, levando a uma baixa biodisponibilidade 

do possível fármaco.6 

Para contornar este problema algumas estratégias promissoras têm sido empregadas no 

intuito de aumentar a biodisponibilidade e viabilizar o biotransporte e o acúmulo preferencial da CUR 

no tecido tumoral. Sistemas de formulação em escala nanométrica, como os lipossomas, além de 

carrearem os fármacos incorporados através da corrente sanguínea, também podem se acumular 

preferencialmente no tecido neoplásico. Isso se deve ao efeito de permeabilidade e retenção 

aumentados ou efeito EPR (do inglês: Enhanced Permeability and Retention Effect), favorecendo o 

acúmulo de nanopartículas em tecidos tumorais.4 

Lipossomas são vesículas formadas por fosfolipídios. Em meio aquoso e mediante 

processamento adequado, os fosfolipídios são capazes de se organizar na forma de uma bicamada 

lipídica, apresentando um núcleo aquoso interno e uma membrana hidrofóbica. No geral, lipossomas 

formados apenas por fosfolipídios, são pouco estáveis e eliminados rapidamente da corrente 

sanguínea.7 No entanto, quando são combinados com copolímeros tribloco como o Pluronic® F-127 do 

tipo PEO-PPO-PEO, se tornam mais estáveis em solução e tem seu tempo de circulação sanguínea 

significativamente aumentado, viabilizando a sua aplicação biomédica.8 

Aliado à incorporação dos fármacos em sistemas lipossomais polimérico-lipídicos, outra 

estratégia que visa potencializar a atividade anticancerígena da CUR é a sua combinação com doses de 
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luz visível, coerentes com seu espectro de absorção e na presença de oxigênio molecular (3O2). Esse 

procedimento terapêutico é chamado de Terapia Fotodinâmica (TFD) e está intrinsicamente 

relacionada à geração de oxigênio singleto (1O2) e outras espécies reativas de oxigênio (EROs) pela 

espécie fotossensibilizada. Em geral, a TFD vem sendo estudada como uma alternativa menos invasiva 

para o tratamento de câncer. Nela a fotoativação dos fármacos fotossensibilizadores (FS) leva à 

formação de espécies citotóxicas, as quais causam danos às células cancerígenas.9 

Com relação aos efeitos fotodinâmicos da CUR, que atuariam em colaboração com os seus 

efeitos anticancerígenos intrínsecos, estudos têm sido realizados com o intuito de aumentar o seu 

rendimento quântico de oxigênio singleto (ΦΔ
1O2).10 Dentre as técnicas envolvidas, destaca-se a 

combinação do fármaco com nanopartículas metálicas, especialmente as de prata (AgNPs), cujas 

propriedades antimicrobianas e anticancerígenas têm sido relatadas. Essa combinação é responsável 

pelo efeito ME1O2 (“metal enhanced singlet oxygen generation”) que atua na potencialização da 

geração de 1O2 pelo FS.11 Nesse contexto, a hipótese deste estudo sugere que a incorporação da CUR 

em um sistema nanocarreador e a sua combinação com doses de luz, na presença de nanopartículas 

metálicas, pode resultar em uma melhoria na sua biodisponibilidade e um aprimoramento de sua 

atividade anticancerígena. Sendo assim, o presente estudo busca avaliar a formulação da CUR em 

sistemas lipossomais polimérico-lipídicos e a sua interação com nanopartículas de prata para 

aplicações no tratamento do câncer. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 CÂNCER 

O câncer é uma das causas primárias de mortes em países industrializados, englobando um 

conjunto de mais de cem doenças onde a característica comum entre estas é o crescimento 

desordenado de células, que tendem a invadir tecidos e órgãos vizinhos.12 No ano de 2020 foram 

registrados 19,3 milhões de novos casos e 10,0 milhões de mortes associadas às neoplasias malignas 

no mundo.13 No cenário brasileiro o INCA (Instituto Nacional de Câncer) estima que no período entre 

2023-2025 o Brasil apresentará 704 mil casos novos de câncer.14 

As células que constituem os tecidos do corpo humano normalmente se reproduzem por 

meio de um processo contínuo e natural. A maioria delas cresce, se multiplica e morre de maneira 

regulada, embora possam ocorrer variações nesse ciclo conforme a função celular. Em contraste, as 

células cancerosas experimentam um crescimento desordenado, resultando na formação de novas 

células anormais.15  

O crescimento descontrolado de células cancerosas leva à formação de tumores. O estágio 

seguinte é caracterizado pela displasia, onde ocorre o crescimento descontrolado destas células 

acompanhado por alterações celulares anormais. No terceiro estágio ocorrem mudanças adicionais, 

onde células anormais passam a se espalhar por uma maior área de tecido e não cumprem mais sua 

função original, sendo chamadas de células anaplásicas. A última etapa ocorre quando as células 

tumorais sofrem metástase e passam a invadir tecidos próximos, podendo invadir a corrente 

sanguínea e ocupar outros órgãos. Nem todos os tumores progridem até a metástase, no entanto este 

é o tipo de tumor mais grave devido a sua característica invasiva.15,16,17 

O câncer não invasivo ou carcinoma in situ é o primeiro estágio de classificação de um câncer. 

Neste estágio as células cancerosas estão presentes apenas na camada de tecido onde se 

desenvolveram, ainda não se espalham para outras camadas do órgão de origem. Neste caso, a maioria 

dos cânceres in situ é curável se for tratado antes de progredir para a fase de câncer invasivo. No 

câncer invasivo, as células cancerosas invadem outras camadas celulares do órgão, chegando à 

corrente sanguínea ou linfática e, portanto, possuem a capacidade de se disseminar para outros 

órgãos. Este estágio ocorre apenas com células cancerosas que progridem até o processo de 

metástase.15 

Um estudo realizado pelo INCA tratando de previsões relativas à incidência de Câncer no 

Brasil estimou para o triênio de 2023-2025 cerca de 704 mil novos casos de câncer. Com exceção do 

câncer de pele não melanoma, sendo este o mais incidente no país, os tipos de câncer mais incidentes 

corresponderão a cerca de 70,0% de todos os casos. Os cânceres de mama feminina e próstata 
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representam aproximadamente 15,0% dos casos novos cada um, seguidos do câncer de cólon e reto 

(9,4%), traqueia, brônquio e pulmão (6,7%), estômago (4,4%) e colo do útero (3,5%).18 O câncer de 

pele não melanoma, embora seja o mais incidente, é o menos preocupante por ser facilmente tratável 

e ter uma baixa taxa de mortalidade. O melanoma, embora menos comum e representando apenas 

5% de todos os cânceres de pele, é reconhecido pela sua agressividade e capacidade de metastização, 

sendo atribuído a este a maioria das mortes relacionadas ao câncer de pele.19 

2.1.1 Melanoma 

O melanoma é um tipo de câncer de pele que tem origem nas células produtoras de melanina, 

os melanócitos, tendo predominância em adultos brancos. O surgimento de melanomas está associado 

a riscos constitucionais e ambientais, como a pele com fototipos mais claros, presença de nevos 

(pequenas manchas pigmentadas regulares na pele, popularmente conhecidos como sinais ou pintas) 

e histórico familiar de melanoma estão entre os principais fatores constitucionais para seu 

desenvolvimento.20 Ainda, estudos demonstram a relação direta entre radiação ultravioleta e o 

desenvolvimento de melanomas, onde a radiação ultravioleta gera a indução de mutações e a 

formação de espécies radicalares que causam alterações no sistema imune.21, 22 

Em 1968, Clark et al.23 aprimoraram o sistema de microestadiamento relativo ao surgimento 

de melanomas em uma organização que ficou conhecida como Níveis de Clark e foi posteriormente 

aperfeiçoado por Breslow. O modelo de Clark representa a proliferação de melanócitos no processo 

de formação dos nevos, estágio inicial, até a metástase, estágio avançado da doença.  

Na fase inicial ocorre a formação de nevos benignos através da proliferação de melanócitos, 

conforme pode-se visualizar na Figura 1.22 Em seguida esses nevos crescem e se transformam em 

estruturas planas e com diâmetro superior a 5 mm, apresentando bordas irregulares e pigmentação 

variável. Posteriormente ocorre o crescimento horizontal, onde há a proliferação na epiderme. A partir 

disto, com a invasão dessas estruturas na derme sucede-se o crescimento vertical para camadas mais 

internas da pele, sendo um indicativo do potencial metastático da célula anormal.22, 24, 25 
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Figura 1. Representação esquemática da progressão do Melanoma.  

 

Fonte: Adaptado de Khan et al.22 Criado utilizando Biorender.com 

 O crescimento tumoral requer nutrientes, provindos do abastecimento por meio dos vasos 

capilares. A rápida multiplicação celular que gera o desenvolvimento tumoral necessita de uma 

quantidade maior de nutrientes que é fornecida pela vascularização normal. Portanto, a fim de suprir 

essa deficiência as células induzem a formação de novos vasos sanguíneos capilares, através do 

processo de angiogênese.26 Os vasos sanguíneos tumorais formados tendem a apresentar arquitetura 

anormal, incluindo células endoteliais defeituosas com amplas fenestrações e presença de poros. Além 

disso, apresentam alinhamento vascular irregular, escassez da camada de músculo liso e inervação, 

além de um sistema linfático pouco definido e funcional.27 

 A presença de camadas de músculo liso na vasculatura de tecidos normais os torna 

impermeáveis a moléculas com tamanhos inferiores a quatro nanômetros, fazendo com que 

nanopartículas nessa escala sejam mantidas em circulação. No entanto, o tecido neoplásico não 

apresenta células musculares lisas. Desta forma, macromoléculas de até 600 nm conseguem atravessar 

a circulação e passam a ficar retidas no tecido tumoral, gerando o fenômeno de aumento de 

permeabilidade e retenção, efeito EPR. Quando se trata de células cancerosas o efeito EPR pode ser 

utilizado de forma a fornecer o direcionamento passivo, ou seja, a entrega preferencial ao tecido 

atingido, proporcionando um acúmulo maior do fármaco desejado no tumor em detrimento dos 



8 
 

tecidos saudáveis. Assim, a nanotecnologia surge como uma alternativa para a entrega seletiva ou 

preferencial de fármacos em tecidos cancerosos.28, 29 

Como citado anteriormente, o câncer se mostra como uma das grandes preocupações quanto 

à saúde pública mundial. Os tratamentos convencionais, como a quimioterapia, cirurgia e radioterapia 

possuem diversos problemas a serem melhorados. A baixa biodisponibilidade dos fármacos, não 

especificidade dos agentes antitumorais e o desenvolvimento de resistência a múltiplos fármacos, 

Efeito MDR, estão ligados a falhas de ação desses tratamentos.30  

 O tratamento para o melanoma depende das características do tumor, incluindo a localização, 

o estágio e o perfil genético. A excisão cirúrgica é uma das opções terapêuticas mais utilizadas no 

tratamento do melanoma. O método ocorre pela remoção da lesão e de suas margens laterais, as quais 

são compostas por tecido saudável, a fim de garantir que todas as células cancerosas sejam retiradas. 

No entanto, é recomendado para casos iniciais, nos quais os tumores não são suficientemente 

profundos e não sofreram metástase. A fim de melhorar a eficácia esse método é comumente aplicado 

em conjunto com terapias adjuvantes, como a terapia direcionada e a imunoterapia.31 

A quimioterapia foi a primeira opção de tratamento para o melanoma avançado. A utilização 

de diferentes fármacos evoluiu com o passar dos anos, no entanto a sobrevida não mostrou melhora, 

estando diretamente relacionada ao desenvolvimento de resistência aos fármacos quimioterápicos 

direcionados ao melanoma.32,33 Em 1974 a Dacarbazina, um agente alquilante, foi o primeiro fármaco 

aprovado pela FDA para o tratamento de melanoma, se tornando o ativo quimioterápico padrão para 

o melanoma metastático. Estudos relataram que uma resposta completa foi alcançada em menos de 

5% dos casos e um aumento da sobrevida em torno de 2%–6% dos pacientes.34 Na sequência, a 

Temozolomida, um pró-fármaco oral do metabólito ativo da Dacarbazina, passou a ser usado para o 

tratamento de melanoma avançado. Comparado à dacarbazina, mostrou uma melhora discreta na 

sobrevida livre de progressão mediana, mas não foram observadas diferenças na sobrevida global ou 

taxa de resposta objetiva.35 

Nesse contexto, a terapia à base de luz, chamada Terapia Fotodinâmica (TFD), é uma 

alternativa promissora e pode ser uma opção de tratamento adequada para pacientes com melanomas 

cutâneos, incluindo os metastáticos em estágio III/IV.36 

2.2 TERAPIA FOTODINÂMICA 

 A Terapia Fotodinâmica (TFD) se apresenta como uma alternativa minimamente invasiva e que 

pode ser utilizada para o tratamento de diversas doenças, como degeneração macular da retina37, 

doenças causadas por bactérias38, fungos39,  vírus40, dentre outras.41 Vale destacar que, para além de 

todas as aplicações supracitadas, o câncer tem sido o principal alvo da TFD.42 Isso se deve, 
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principalmente, ao fato de que quando comparada às técnicas tradicionais de tratamento oncológico, 

como radioterapia e quimioterapia, a TFD ganha destaque devido sua elevada seletividade, ausência 

de resistência e efeitos colaterais mínimos.43 

  A utilização da luz em aplicações medicinais possui registros anedóticos há mais de 4000 anos 

em diversas civilizações como Egito, Grécia e Índia. Inicialmente, atribuía-se à luz solar a cura de 

doenças como vitiligo e psoríase.44 A partir disso, com estudos mais aprofundados, notou-se que o 

efeito terapêutico era obtido sempre a partir da ingestão de plantas seguida pela exposição solar, e, 

portanto, estava relacionado aos pigmentos presentes nas plantas ingeridas.45  

Um marco importante ocorreu em 1900, quando Raab avaliou a letalidade do corante 

vermelho de acridina sobre o protozoário causador da malária (Paramecium caudatum). Raab 

percebeu que em dias ensolarados a letalidade era significativamente superior à letalidade em dias 

nublados.46 Dessa forma, verificou a influência da presença da luz, nesse caso a solar, na indução da 

morte do microrganismo. Em 1903, Tappeiner e Jesionek reportaram a primeira utilização de um 

corante no tratamento de tumores, a partir da eosina.47 

 A partir da década de 60 novos estudos passaram a ser desenvolvidos, quando Lipson, com o 

uso de metodologias desenvolvidas por Sam Schwartz para um derivado da hematoporfirina (Hpd), 

começou a estudar sua fluorescência em uma variedade de tumores sólidos como um possível meio 

de detecção de tumores.48 Na década de 70 o primeiro fotossensibilizador (FS) foi autorizado pelos 

órgãos governamentais, Photofrin®, derivado de trabalhos de Thomas J. Dougherty sobre derivados 

hematoporfirínicos.49 Nos anos seguintes, a partir de modificações químicas na estrutura das 

porfirinas, foi desenvolvida a segunda geração de fármacos para a TFD. Dois novos fármacos foram 

aprovados pela FDA: Levulan® Kerastick, uma pró-fármaco utilizada para lesões de pele que leva a 

síntese endógena de Protoporfirina IX, e o Visudyne®, que possui o princípio ativo derivado de 

benzoporfirina da classe das clorinas.50, 51 

 Atualmente, no Brasil, a TFD é empregada em centros oncológicos como o Hospital Amaral 

Carvalho de Jaú52, em diversos centros oftalmológicos para o tratamento de degeneração macular da 

retina, em centros odontológicos para eliminação de bactérias relacionadas a infecções endodônticas 

e periodontais53, no tratamento contra cáries54 e em implantes dentários.55 A TFD também já é utilizada 

em tratamentos dermatológicos para doenças de pele como as ceratoses e carcinomas basocelulares56 

e no tratamento de úlceras em pacientes diabéticos.57,58 Recentemente, em 2023, a TFD foi 

incorporada pelo SUS para o tratamento de pacientes com câncer de pele do tipo basocelular 

superficial e nodular, com o uso de metilaminolevulinato, um pró-fármaco que é metabolizada em 

protoporfirina IX.59 

A TFD se baseia na fotoativação de um composto fotossensibilizador (FS), geralmente um 

corante capaz de absorver radiação na região visível do espectro eletromagnético, a partir de uma 
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fonte de iluminação com emissão na faixa de comprimento de onda adequado, na presença de 

oxigênio molecular (3O2).60 A absorção da radiação eletromagnética promove o FS para seu primeiro 

estado singleto excitado (1S*), como pode-se visualizar na Figura 2, sendo este altamente instável e 

de curta duração. A partir deste estado excitado o FS tende a retornar rapidamente ao seu estado 

fundamental (S0), através de vias de desativação não radiativas (relaxamento vibracional – RV, 

conversão interna - CI) ou radiativa (emissão de fluorescência).61 Determinadas condições podem 

favorecer o cruzamento intersistemas (CIS), que acontece através da transferência do elétron do 

primeiro estado singleto excitado (1S*) para o primeiro estado tripleto excitado (3T*), o qual possui 

maior tempo de meia vida, com inversão de spin. Neste estado, o FS pode retornar ao estado 

fundamental pelas vias não radiativas ou pela via radiativa, no último caso chamada de 

fosforescência.60 Para a efetividade da TFD, é crucial a ocorrência do CIS, visto que é a partir do estado 

3T* que o FS pode interagir com as moléculas de oxigênio (3O2) e/ou as biomoléculas presentes, 

gerando espécies reativas de oxigênio, dando origem aos efeitos fotodinâmicos por meio de dois tipos 

de rações: mecanismo do tipo I e tipo II.62 

Figura 2. Diagrama de Jablonski simplificado e sua relação com TFD, onde S0: Estado fundamental, RV: 
Relaxamento vibracional, CI: Conversão interna, CIS: Cruzamento intersistemas, 1S*: Primeiro estado singleto 
excitado, 3T*: Primeiro estado tripleto excitado, FS: Fotossensibilizador.   

 

Fonte: Adaptado de Heidelberg et al.45 Criado utilizando BioRender.com 

Como mostrado na Equação 1, após a iluminação com comprimento de onda adequado o FS 

pode ser excitado para um estado eletrônico de maior energia. No geral, este FS passa ao estado 

singleto excitado 1FS*, o qual possui tempo de vida na casa de nanossegundos e é altamente instável, 

podendo perder energia na forma de fluorescência ou calor. Ainda, pode ocorrer o cruzamento 

intersistemas, formando um estado tripleto excitado 3FS* (Equação 2), o qual é mais estável devido a 
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ocorrência da inversão de spin do elétron. Assim, este estado 3FS* possui longa duração, na faixa de 

segundos, existindo por tempo suficiente para desencadear reações fotoquímicas subsequentes.63 

O mecanismo do Tipo II ocorre a partir da transferência de energia do FS no estado tripleto 

excitado para o estado fundamental do oxigênio molecular (Equação 3), também tripleto, retornando 

o FS para o estado fundamental e levando o oxigênio ao estado singleto excitado 1O2, altamente 

citotóxico. Por outro lado, o mecanismo do Tipo I é mais complexo. Acredita-se que inicialmente ocorra 

uma etapa de transferência de um elétron para a produção do ânion radical do FS, conforme a Equação 

4. Este pode reagir com o oxigênio para produzir o ânion radical superóxido (O2
-), como mostrado na 

Equação 5. Além disso, tanto o efeito de dismutação de O2
–•(H2O2), Equação 6, quanto outra redução 

de um elétron, Equação 7, podem produzir peróxido de hidrogênio, no qual o radical hidroxila HO•, 

com alto poder oxidante, é obtido (Equação 8).64, 65 

A partir da descrição acima, é fácil concluir que, em comparação com o Tipo I, as espécies 

reativas de oxigênio (ERO) geradas através da reação fotoquímica do Tipo II são muito mais simples, o 

que também está envolvido na maioria dos processos de TFD anticâncer.66 

FS + h → 1FS* (1) 
1FS* → 3FS* (2) 

3FS* + 3O2 → FS + 1O2* (3) 
3FS* + e- → FS-• (4) 

FS-• + 3O2 → FS + O2
-• (5) 

2O2
-• + 2H+ → 1O2 + H2O2 (6) 

FS-• + O2
-• + 2H+ → FS + H2O2 (7) 

FS-• + H2O2 → FS + HO• + HO- (8) 

Tendo em vista os mecanismos de ação do tipo I e II, fica evidente que a eficiência da TFD 

depende da tríade: FS, luz e oxigênio molecular. É bem conhecido que alguns FS são capazes de atuar 

por ambos os mecanismos, contudo, quando se refere à TFD, a espécie citotóxica de maior referência 

é sempre o 1O2.    

No estado fundamental, de acordo com a Teoria do Orbital Molecular (TOM), o oxigênio, 3O2, 

possui dois elétrons desemparelhados ocupando os orbitais antiligantes duplamente degenerados π*x 

e π*y.67 Como citado anteriormente, a espécie 1O2 é formada mediante a ocorrência do mecanismo do 

tipo II.65 A denominação 1O2 refere-se aos três estados eletronicamente excitados, imediatamente 

superiores ao 3O2 no estado fundamental.67 Além disso, o 1O2 apresenta duas formas com simetrias 

distintas, uma de menor energia, 1∆g, duplamente degenerada (1∆x e 1∆y; 92,4 kJ mol-1), e outra (1Σg; 

159,6 kJ mol-1) de energia maior, Tabela 1. 
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Tabela 1. Ocupação dos orbitais moleculares antiligantes para os estados eletrônicos do oxigênio.  

Estado Orbital molecular anti-ligante Energia# (kJ mol-1) 

𝚺𝒈⬚
𝟑  [↑  ]𝜋∗

𝑥[↑  ]𝜋∗
𝑦  0 

𝚫𝒙⬚
𝟏  [↑↓]𝜋∗

𝑥[⬚]𝜋∗
𝑦 92,4 

𝚫𝒚⬚
𝟏  [⬚]𝜋∗

𝑥[↑↓]𝜋∗
𝑦 92,4 

𝚺𝒈⬚
𝟏  [↑↓]𝜋∗

𝑥[↑↓]𝜋∗
𝑦 159,6 

Fonte: Adaptado de Shriver e Atkins.67 

 O estado 1∆g apresenta tempo de vida na faixa de 10-6 segundos, suficiente para permitir a 

oxidação de moléculas orgânicas adjacentes. Por outro lado, o tempo de vida do estado de maior 

energia (1Σg) é bastante curto (10-11 segundos), pois é rapidamente desativado para o estado 1∆g, 

processo favorável devido à mesma multiplicidade de spin.68 

Dada a elevada reatividade do oxigênio singleto, seu tempo de vida é bastante curto, estando 

na ordem de 4,0 µs em meio aquoso e 68 µs em D2O.69 Por outro lado, em solventes orgânicos ou em 

ambiente lipídico seu tempo de vida pode chegar a 100 µs.70 Dessa forma, a elevada reatividade 

associada ao curto tempo de vida limita a ação do oxigênio singleto. Assim, os tratamentos da TFD 

estão localizados no ponto de geração de 1O2, fazendo-se necessário que a sua geração seja no tecido 

alvo “in situ”.  

Sem dúvidas, uma das principais vantagens da TFD é a ausência de resistência tanto em 

tratamentos microbianos como anticancerígenos.71,72 Essa característica tem sido associada à sua 

ampla gama de mecanismos de morte celular incluindo necrose, apoptose, danos vasculares, resposta 

imune e inflamatória, conforme representado na Figura 3.73  

Figura 3. Representação esquemática dos três mecanismo de morte celular da TFD in vivo: (1) morte direta de 
células tumorais, (2) dano a vasculatura e (3) inflamação e respostas imunológicas.  

 

Fonte: Traduzido de Tan et al.73 

O mecanismo de morte celular na TFD relaciona-se à capacidade das EROs em oxidar as 

organelas celulares e lesionar a sua microvaculatura envolvendo a morte celular não programada ou a 
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morte celular programada.73 A literatura reporta que a necrose, modalidade de morte celular não 

programada, é induzida pela aplicação de altas doses do FS, estresse físico ou pela utilização de 

elevadas doses de luz.74 Por outro lado, a apoptose, mecanismo de morte celular programada, é 

favorecida em aplicações envolvendo baixas doses de luz e baixas concentrações do FS. A Ferroptose, 

descrita em 2012 por Brent Stockwell e Scott J. Dixon, é um outro tipo de morte celular programada, 

resultado do acúmulo de ferro e da peroxidação lipídica nas células.75  A ferroptose é iniciada pela falha 

das defesas antioxidantes dependentes da glutationa, resultando em peroxidação lipídica 

descontrolada e eventual morte celular.76 

Para além dos mecanismos de morte direta das células tumorais, os danos à vasculatura e a 

inibição da neovascularização tem efeitos significativos na proliferação tumoral.77 Como dito 

anteriormente, as células tumorais apresentam uma estrutura vascular incomum, com elevadas 

fenestrações e irregularidades, favorecendo o acúmulo de partículas em escala nanométrica, 

aumentando a afinidade dos FS pela vasculatura tumoral. De acordo com os estudos anteriores, os 

danos vasculares desencadeados pela TFD iniciam-se pela agregação plaquetária, formação de edema, 

formação de trombos, liberação de tromboxano e contração dos vasos.78 Além disso, a TFD atua no 

bloqueio de células endoteliais liberando óxido nítrico (NO) e promovendo ainda mais a vasoconstrição, 

o que levará à morte celular relacionada à isquemia. 

Por fim, uma terceira via de morte celular atrelada à TFD é a inflamação e resposta imunológica. 

De fato, após os danos ocasionados pela TFD, são gerados sinais de “perigo”, chamados de padrões 

moleculares associados a danos (do inglês: Damage-associated molecular patterns - DAMPs) ou 

padrões moleculares associados à morte celular (do inglês: Cell death-associated molecular patterns - 

CDAMPs) que servem como sinais de alerta na imunidade.79 Os DAMPs são moléculas intracelulares 

endógenas normalmente “escondidas” nas células, que após exposição de células mortas e/ou 

danificadas, adquirem propriedades imunoestimulantes. Acredita-se que os DAMPs sejam os principais 

mediadores da imunogenicidade das células tumorais mortas pela TFD via necrose ou apoptose. Assim, 

o sistema imunológico os reconhece e desencadeia uma resposta imunológica vigorosa. Além disso, o 

estresse oxidativo induzido pela TFD pode aumentar a liberação de fatores de transcrição inflamatórios 

e citocinas inflamatórias.80 

Vale destacar que, por conta da necessidade da presença de luz a TFD permite a focalização 

no sítio desejado, minimizando lesões em tecidos sadios, fazendo desta uma terapia amplamente 

seletiva e minimamente invasiva. Um aspecto crucial para a efetividade da TFD é associado à escolha 

do FS. Um fármaco FS ideal deve apresentar elevado rendimento quântico de oxigênio singleto (ɸΔ 1O2), 

facilidade de obtenção, elevado índice de pureza, ausência de toxicidade “no escuro”, alta afinidade, 

seletividade pelas células tumorais e ativação em comprimentos de onda com luz de ótima penetração 

em tecidos (janela fototerapêutica, 600-800 nm).81 Esta absorção na chamada “janela fototerapêutica” 
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é interessante, pois quanto maior o comprimento de onda de luz incidente, maior será sua penetração 

no tecido. Entretanto, em comprimentos de onda acima de 800 nm ocorre a absorção da radiação 

infravermelha por moléculas de água presentes no corpo. Por outro lado, fármacos com menores 

comprimentos de onda de absorção, mesmo abaixo de 600 nm, podem ser utilizados na TFD para o 

tratamento de doenças em regiões superficiais, tumores alocados em regiões de menor profundidade 

ou através da utilização de fibra óptica, por exemplo, na região do cólon ou na cavidade bucal e 

esôfago.9  

 Outro fator importante para a escolha de um FS é seu grau de hidrofobicidade, o qual pode ser 

analisado a partir do coeficiente de partição, log Kp, expresso através do logaritmo da concentração do 

FS em octanol e em água. Compostos que apresentam características hidrofóbicas tendem a se 

acumular preferencialmente em membranas celulares, sendo estes particularmente interessantes para 

a TFD.82 No entanto, para a aplicação final é necessário que o FS esteja em solução aquosa, por conta 

de sua biocompatibilidade com fluidos biológicos. Porém, compostos hidrofóbicos quando em água 

podem sofrer processos de auto-agregação, diminuindo a solubilidade do fármaco e causando 

diminuição do tempo de vida do estado tripleto através de fenômenos de auto-supressão, o que se 

torna indesejável para a TFD.44 

De um modo geral, os FS podem ser categorizados em três gerações distintas. Sendo assim, os 

FS de primeira geração foram desenvolvidos na década de 70 e incluem basicamente compostos 

porfirínicos, incluindo o Photoprin®, o primeiro fármaco FS aprovado para uso em humanos. No início 

dos anos 80, motivados por entraves associados à baixa absorção de luz na janela terapêutica, 

toxicidade, fotossensibilidade e baixa pureza dos FS de primeira geração, os pesquisadores deram início 

ao desenvolvimento dos FS de segunda geração. Nesse cenário, FS com maior absortividade molar na 

região do vermelho, elevada geração de oxigênio singleto, maior seletividade/penetração em tecidos 

cancerígenos, redução nos efeitos colaterais e farmacocinética aprimorada foram desenvolvidos. 

Dentre os representantes comerciais dos FS da segunda geração, pode-se destacar o Tookad®, utilizado 

no tratamento do câncer de próstata.83 Os FS de segunda geração incluem ainda, o ácido 5-

aminolevulínico (5-ALA ou ALA), as benzoporfirinas, as clorinas, as bacterioclorinas, as ftalocianinas, os 

xantenos, as fenotiazinas, as cianinas, os curcuminóides, dentre outros.  

Por fim, nos últimos anos deu-se início ao desenvolvimento dos FS de terceira geração, 

basicamente versões modificadas de FS de primeira e segunda geração, sendo conjugados a 

transportadores de fármacos e outras moléculas capazes de direcionar passiva ou ativamente os FS ao 

tecido alvo. Dentre as principais vertentes destacam-se os sistemas de transporte de liberação de 

fármacos (do inglês: Drug delivery system – DDS) como lipossomas, micelas, ciclodextrinas e 

dendrímeros. Esses sistemas podem ser conjugados a anticorpos monoclonais (mAbs), 

monossacarídeos, lipoproteínas de baixa densidade (LDLs), peptídeos e etc. Essas modificações buscam 
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aumentar a especificidade em direção ao tumor, visando atingir seletivamente as células 

cancerígenas.84 

 A partir das informações acima citadas sobre a escolha de um FS ideal, optou-se neste trabalho 

pela utilização da Curcumina (CUR), a qual será melhor explorada no tópico a seguir. 

2.3 CURCUMINA 

A curcumina (CUR) é um pigmento amarelo extraído do açafrão da terra (Curcuma longa), 

obtido através da desidratação ou trituração de seu rizoma. Foi descoberta por Vogel e Pelletier, em 

1815 nos laboratórios de Harvard.85 Em 1842, Vogel Jr. isolou a CUR essencialmente pura, no entanto 

sua estrutura química foi definida apenas em 1910, por Milobedzka e Lampe.86 Nomeada pela IUPAC 

de (1E,6E)-1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona, com massa molar de 368,38 g 

mol-1. Apresenta dois anéis aromáticos com grupamentos fenólicos e orto-metóxi ligados 

simetricamente e conjugados, possuindo absorção da luz máximo no comprimento de onda de 430 

nm.85 Apesar de sua absorção máxima estar localizada em uma faixa de baixa penetração tecidual, 

possui alta energia, sendo adequada para o tratamento de lesões superficiais, controle de 

microrganismos e neoplasias malignas cutâneas.87 

 A CUR é composta por três grupos funcionais reativos: um dicetona e dois o-metóxi-fenólicos. 

Dependendo da polaridade e do pH em que a molécula está inserida, o grupo dicetona sofre 

tautomerização espontânea, gerando três estruturas químicas possíveis: o tautômero dicetona e dois 

equivalentes tautoméricos ceto-enol, como apresentados no Esquema 1. Em solventes apolares a CUR 

tem seu equilíbrio deslocado preferencialmente para a forma ceto (pH 3-9), já em solventes polares e 

apróticos, se apresenta na forma enólica. Em solventes polares próticos pode ocorrer a interação com 

o hidrogênio presente no enol, resultando no rompimento da ligação de hidrogênio intramolecular e, 

portanto, na conversão da forma enólica para ceto.88, 89, 90 Por conta da presença de uma ligação de 

hidrogênio intramolecular e de sua planaridade, a forma enol se torna mais estável energeticamente. 

Esta geometria molecular facilita a sobreposição de elétrons π e, portanto, a ressonância dos elétrons 

conjugados.89,91 A máxima absorção da forma enol no comprimento de onda entre 420-440 nm é 

atribuída às transições eletrônicas π–π* do sistema conjugado de sua estrutura. Para a forma diceto o 

máximo de absorção desloca-se para o azul em comparação à forma enol, isso porque, a estrutura da 

dicetona é torcida e a conjugação é diminuída.92 
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Esquema 1. Tautomerismo ceto-enol da Curcumina. 

 

 Por conta da presença de hidrogênios ácidos em sua estrutura, suas propriedades físico-

químicas estão diretamente relacionadas ao pH do meio, podendo existir em diferentes estados de 

protonação. Na faixa de pH entre 3 e 7 ocorre o equilíbrio tautomérico ceto-enólico, sendo deslocado 

preferencialmente no sentido enol devido a formação de ligação de hidrogênio intramolecular.92  Os 

hidrogênios mais ácidos da CUR são os adjacentes às duas carbonilas, com pKa na faixa de 7,7-8,5, 

conforme demonstrado no Esquema 2, ocorrendo a mudança de coloração de amarelo para vermelho. 

Em meio alcalino a desprotonação das hidroxilas de sua estrutura causa o aumento da solubilidade em 

meio aquoso de sua forma aniônica, tornando-se mais reativa e podendo sofrer hidrólise devido aos 

íons de OH- em solução. 93 

Esquema 2. Espécies desprotonadas da curcumina. 

 

Fonte: Adaptado de Priyadarsini 93 

 A CUR é utilizada como tempero em diversas culturas e como corante alimentício, além disso 

é aprovada pela FDA, podendo ser administrada em doses de até 12 g por dia.94 Apresenta atividade 

biológica contra diversas doenças crônicas, como diabetes tipo II, doença de Alzheimer, esclerose 

múltipla e artrite reumatóide. Possui atividade antioxidante, anti-inflamatória, antibacteriana e 

antifúngica.95 

Para além da gama de efeitos acima reportados, a CUR também tem apresentado resultados 

promissores na prevenção e no tratamento de variados tipos de câncer.96 Seu efeito vai além do 

tratamento, agindo também na forma de um quimiopreventivo nos estágios iniciais de crescimento 
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excessivo de células cancerosas.96 Quanto a sua ação como quimioterápico, apresenta atividade 

antiangiogênica, sendo essa uma propriedade importante para evitar o crescimento, a sobrevivência 

e a metástase de células cancerosas.89, 97  

Além de impedir a replicação celular e a disseminação metastática, a CUR também tem sido 

reconhecida por promover a apoptose ao modular diversos fatores pró-inflamatórios, incluindo 

quinases, citocinas, enzimas e fatores de crescimento.98 Uma outra característica que vale ser 

destacada, é a capacidade da CUR em superar o efeito MDR em muitos tumores.99  

No que se refere especificamente ao melanoma, a CUR tem sido investigada em uma ampla 

gama de linhagens cancerígenas (C32, G-361, WM 266-4, M21, SP6.5, A375, dentre outras) e as 

evidências científicas são promissoras. Os estudos indicam que ela é capaz de afetar várias vias 

moleculares e celulares envolvidas na patogênese do melanoma, como MST1, JNK, Foxo3, Bim-1, Mcl-

1, BCl-2, Bax e JAK-2/STAT-354-56, tornando-a um agente terapêutico promissor para ser empregado 

contra esse tipo de câncer.100, 101 

Apesar dos potenciais resultados in vitro, a aplicação clínica da CUR é limitada devido a sua 

solubilidade aquosa extremamente baixa (0,6 µg mL-1), instabilidade, baixa biodisponibilidade oral, 

baixa penetração tecidual, rápido metabolismo e eliminação da corrente sanguínea.102 Nesse cenário, 

algumas alternativas têm surgido a fim de mitigar essas desvantagens. Dentre as vertentes, pode-se 

destacar a utilização da CUR como FS na TFD, possibilitando a obtenção de efeitos anticancerígenos e 

antimicrobianos em menores concentrações.10  

Nesse sentido, pesquisas vêm demonstrando que a combinação da CUR, em baixas 

concentrações, com luz visível é capaz de inibir a proliferação e induzir a apoptose em células 

cancerígenas.103 Estudos in vivo também mostraram que a ativação de pequenas concentrações da CUR 

com doses de luz foi suficiente para diminuir o crescimento tumoral em várias linhagens celulares de 

câncer, como HaCaT, HeLa, MCF-7, HepG2, MDA-MB-231, dentre outras. Além disso, verificou-se que 

a CUR não inibiu o crescimento de fibroblastos L-929, indicando a sua citotoxicidade seletiva para as 

células cancerígenas sem danificar as células normais.104 

Os efeitos da CUR aplicada na TFD também tem sido demonstrados em linhagens cancerígenas 

do câncer de pele. No estudo realizado por Szlasa et al.105 avaliaram a ação da CUR em água contendo 

4 × 10-4% (Volume:Volume) de DMSO (na incubação) como agente FS no tratamento in vitro de linhas 

celulares de melanoma melanótico (A375) e amelanótico (C32), queratinócitos (HaCat) e fibroblastos 

(HGF). Para a iluminação das amostras, utilizou-se uma lâmpada de luz azul polarizada com 20 mW/cm2 

(Optel, Polônia). Os autores verificaram a dependência da concentração do FS e do tempo de incubação 

na taxa de sobrevivência das células de melanoma. Além disso, a TFD com a CUR aumentou o número 

de células apoptóticas e necróticas em comparação à incubação com o composto sem irradiação. O 

estudo também demonstrou que a TFD induziu superexpressão de caspase-3 e clivagem de DNA nas 
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linhagens celulares estudadas. No entanto, embora eficaz, a TFD usando a CUR em misturas de 

água/DMSO permanece não seletiva para células de melanoma, afetando também as células sadias. 

Fadeel et al.106 desenvolveram nanocarreadores lipídicos PEGuilados (PLN3) carregados com 

CUR almejando o tratamento do câncer de pele por TFD.  Para isso, os estudos celulares foram 

realizados em uma linhagem celular de câncer de pele humana (A431) utilizando-se a irradiação com 

luz azul de 300 mW/cm2 (Photon scientific, Cairo, Egito) por 4 min. Os resultados obtidos mostraram 

que em todas as concentrações testadas, a viabilidade das células tratadas com CUR incorporada em 

PLN3 foi significativamente menor do que aqueles tratados com CUR em água. Além disso, a 

quantidade do FS extraído da pele de camundongos tratados com PLN3 foi duas vezes maior que o de 

camundongos tratados com solução aquosa do mesmo. 

Wozniak et al.107 avaliaram lipossomas de fosfatidilcolina de soja incorporados com CUR em 

linhagens celulares de melanoma (MugMel2), carcinoma de células escamosas (SCC-25) e 

queratinócitos humanos normais (HaCaT). A avaliação da viabilidade foi realizada após exposição à 

irradiação de luz azul após 4 h de pré-incubação com CUR livre e encapsulada. As células malignas 

revelaram aumento da fototoxicidade após a terapia em comparação às células normais. Além disso, a 

TFD à base de CUR em lipossomas mostrou uma proporção aumentada de células apoptóticas e 

necróticas. Diante disso, nota-se que a incorporação do FS em um sistema lipossomal favoreceu a 

seletividade em relação às células cancerígenas. 

Diante dos resultados reportados, fica evidente que a utilização da CUR como FS em TFD traz 

potenciais benefícios no tratamento do câncer de pele. Além disso, deixa claro a necessidade de 

incorporação em sistemas drug delivery. Uma série de outros estudos envolvendo CUR em TFD tem 

sido reportados nos últimos anos, sendo sumarizados nos trabalhos de Xie et al.108 e Kah et al. 3. 

Apesar dos bons resultados apresentados pela CUR na TFD, já foi demonstrado que seu 

rendimento quântico de oxigênio singleto (Φ1O2) é muito reduzido quando comparado a outros 

fármacos FS. Em água, etanol e dimetilformamida seu Φ1O2 é inferior a 0,01, em acetonitrila chega a 

0,11.109 Contudo, são valores muito pequenos quando comparados, por exemplo, à Rosa de Bengala 

cujo Φ1O2 chega a 0,75 em meio aquoso.110 E mesmo assim, a CUR tem se mostrado muito mais efetiva 

em aplicações envolvendo TFD do que em terapias convencionais (ausência de luz). Diante disso, um 

dos grandes desafios para potencializar o desempenho da CUR na TFD relaciona-se ao aumento de 

geração de 1O2, levando a melhores resultados terapêuticos. Dentre as técnicas empregadas, uma que 

vem se destacando atualmente é a combinação de fármacos FS com nanopartículas metálicas. Os 

estudos tem mostrado que a combinação de FS com nanopartículas metálicas, especialmente as de 

prata, acarretam em um significativo aumento na geração de oxigênio singleto. A esse fenômeno foi 

dado o nome de melhoria na geração se oxigênio singleto por metais (ME1O2 - metal enhanced singlet 

oxygen generation).111, 112 
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Esse efeito foi atribuído à presença de nanopartículas metálicas nas proximidades do FS, 

estando intimamente relacionado à distância e a superposição espectral entre o FS e as nanopartículas, 

elevando significativamente a geração 1O2.  A potencialização na produção de 1O2 se manifesta como 

resultado de um aumento da população do estado singleto/tripleto do FS devido a um aumento líquido 

geral da sua absorção.11, 113 Esse aumento de absorção resulta do acoplamento entre o momento de 

dipolo do FS e o campo elétrico próximo à superfície das nanopartículas metálicas, permitindo que o 

FS "sinta" um campo elétrico maior.114 

Nesse sentido, a combinação da CUR com nanopartículas metálicas, como, por exemplo, 

nanopartículas metálicas de prata (AgNPs), são promissoras no aumento da produção de 1O2 pela CUR, 

consequentemente potencializando sua atividade fotodinâmica. 

Além da utilização da CUR como FS na TFD, é crucial a utilização de sistemas de incorporação, 

biotransporte e biodisponibilização.115 Diversos estudos reportam o encapsulamento da CUR a fim de 

melhorar a sua solubilidade e aumentar a sua biodisponibilidade. Khan et al. utilizaram nanopartículas 

de PLGA-poli(ácido lático-co-glicólico) carreadas de CUR, as quais demonstraram uma diminuição da 

viabilidade celular em células de câncer de pulmão.116 Ainda, Sheikhpour et al. relatou diminuição da 

viabilidade celular e aumento de apoptose em células de câncer de pulmão para CUR encapsulada em 

lipossomas de fosfatidilcolina e 1,2-diestearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina estabilizados com PEG e 

colesterol.117 Lu et al. demonstrou o aumento da permeabilidade de CUR na pele a partir de seu 

encapsulamento em lipossomas.118 

 Diante do exposto anteriormente, verifica-se que a combinação da CUR com doses de luz pela 

TFD mediada pelas vantagens da nanotecnologia tem se destacado como uma estratégia promissora 

na melhoria de suas propriedades anticancerígenas. Assim, nanopartículas metálicas, como as AgNPs, 

podem potencializar a geração de oxigênio singleto e sistemas de drug delivery podem corroborar na 

sua estabilização, biotransporte e biodisponibilização. Essas vertentes serão discutidas a seguir.  

2.4 NANOTECNOLOGIA NA BIOMEDICINA 

O termo nanotecnologia passou a ser popularmente difundido a partir da conferência dada 

por Richard Feynman em 1959, intitulada como “There’s Plenty of Room at the Bottom”, a qual ficou 

conhecida devido a sua proposta de escrever a Enciclopédia Britânica na cabeça de um alfinete. Na 

verdade, ele estava propondo algo até então inexplorado, para isso seria necessário a manipulação de 

matéria na escala atômica.119 

As nanopartículas apresentam propriedades térmicas, mecânicas, magnéticas e óticas 

diferentes das encontradas nos materiais em macroescala.120 Na aplicação biomédica, o estudo de 

nanocarreadores têm levado a inovações no tratamento de doenças.121,122 Sua utilização como 
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sistemas de entrega de fármacos (do inglês, “drug delivery system”) busca a entrega seletiva e 

melhorada de moléculas bioativas. Além disso, o uso de sistemas de drug delivery apresenta resultados 

de melhoria na biodistribuição, aumento do tempo de circulação do fármaco no organismo, liberação 

prolongada e elevada biodisponibilidade.123, 124 

Para aplicações biomédicas, um nanocarreador ideal busca atingir o tecido alvo de forma 

seletiva, no intuito de diminuir a toxicidade dose-limitante e os efeitos colaterais ao paciente. 125, 126 

Além disso, para que a entrega seletiva possa ocorrer, a nanopartícula não deve ser reconhecida pelo 

sistema imunológico do paciente. O sistema fagocitário mononuclear, ou sistema reticuloendotelial 

(SRE), atua na defesa do organismo, eliminando nanopartículas através do processo de opsonização. 

A opsonização ocorre por meio da ligação entre as opsoninas do sangue à superfície das 

nanopartículas, induzindo a fagocitose e gerando acúmulo renal e posterior eliminação do sistema.127 

Pesquisas mostram que sistemas furtivos (do inglês, stealth liposomes), que não são captados pelo 

sistema SRE, devem apresentar diâmetros menores que 200 nm, superfícies hidrofílicas e baixa carga 

superficial (potencial zeta entre -10 mV a + 10 mV).127, 128, 129 

Quanto à estrutura de nanopartículas aplicadas à biomedicina, estas são bastante variáveis, 

podendo ser utilizadas micelas, pontos quânticos, nanopartículas metálicas, nanofibras, lipossomas, 

entre outros.130 No presente estudo, serão empregados dois tipos distintos de nanopartículas, 

almejando objetivos diferentes. Em um primeiro momento, apresentaremos as nanopartículas 

metálicas (item 2.5), especificamente as AgNPs, aqui empregadas com o intuito de aumentar a geração 

de oxigênio singleto pela CUR. Trata-se, portanto, de um “possível fármaco coadjuvante” nas 

formulações que serão obtidas. Na sequência será abordado o sistema de carreamento escolhido para 

a incorporação dos possíveis fármacos estudados (CUR e AgNPs), os lipossomas. As vesículas 

lipossomais se destacam como as primeiras nanopartículas terapêuticas clinicamente aprovadas pela 

FDA para o tratamento do câncer.131 Além disso, pesquisas científicas têm evidenciado a eficácia do 

efeito EPR em nanopartículas lipossomais. 132, 133  

2.5 NANOPARTÍCULAS DE PRATA 

Nanopartículas metálicas têm fascinado cientistas por mais de um século e atualmente são 

muito utilizadas nas ciências biomédicas e engenharias. Este interesse está relacionado às 

propriedades físicas, químicas e biológicas que estes materiais apresentam quando estão na forma de 

nanopartículas e que são diferentes das propriedades apresentadas pelo material em macroescala. A 

ciência atual permite que esses materiais sejam sintetizados e modificados com vários grupos químicos 

funcionais, permitindo a conjugação com anticorpos, ligantes e medicamentos de interesse. Isso abre 
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um amplo leque de aplicações potenciais em biotecnologia, separação magnética, entrega direcionada 

de fármacos e em imagens diagnósticas.134 

Nanopartículas metálicas possuem geralmente tamanhos entre 1-100 nm e apresentam uma 

banda de absorção na região do visível (entre 400-800 nm). Esta absorção ocorre devido à ressonância 

plasmônica, na qual ocorrem interações eletrônicas da banda de condução do metal com a radiação 

eletromagnética, assim os elétrons de condução atuam como osciladores harmônicos em resposta ao 

campo oscilante e os elétrons livres do metal formam uma nuvem eletrônica que oscila coletivamente, 

conforme representado na Figura 4, sendo tais oscilações denominadas de ressonância plasmônica de 

superfície (SPR).135, 136 A ressonância plasmônica de superfície localizada (LSPR) é um fenômeno óptico 

gerado a partir da interação entre a luz incidente e os elétrons da superfície em uma banda de 

condução em nanopartículas. Esta interação produz oscilações plasmônicas localizadas e coerentes 

com uma frequência ressonante que depende fortemente da composição, tamanho, geometria, 

ambiente dielétrico e distância de separação partícula-partícula dos NPs.137 

Figura 4. Ressonância plasmônica de superfície em nanopartículas metálicas  

 

Fonte: Adaptada de Serafinelli et al.138 

As nanopartículas de prata (AgNPs) se destacam devido às suas propriedades elétricas, 

térmicas e ópticas. As AgNPs absorvem na região do visível, apresentando diversas colorações 

conforme o tamanho das nanopartículas. Com isso, é possível estimar seu tamanho a partir de análises 

de espectroscopia de absorção UV-Vis, conforme pode ser observado na Figura 5. Além disso, podem 

apresentar diferentes morfologias conforme o método de preparo.139 
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Figura 5. Espectro UV-Vis de AgNPs com diferentes tamanhos: (a) violeta (b) azul (c) roxo (d) verde (e) 

amarelo (f) laranja e (g) vermelho. No inserto, é possível observar as diferentes colorações para AgNPs. 

 

 

Fonte: Adaptada de Mendis et al.140 

Diversas técnicas são utilizadas para a síntese de AgNPs, podendo ser mediadas por 

processos químicos, físicos, fotoquímicos e biológicos. A síntese química envolve um agente redutor e 

o uso de estabilizantes para a nanopartícula formada. A síntese física inclui os métodos de 

decomposição térmica e evaporação/condensação. Nas sínteses chamadas de biossíntese são 

utilizados bactérias, fungos e extratos de plantas para a obtenção de nanopartículas. Já uma reação 

fotoquímica envolve a fotorredução de um precursor metálico, geralmente na forma de sal, por uma 

fonte de luz para a obtenção das nanopartículas.141, 142 

A síntese de AgNPs a partir da indução da reação de redução com citrato de sódio através de 

iluminação UV já foi previamente reportada.143 O uso de um agente estabilizante para controlar a 

formação homogênea de nanopartículas com o tamanho e forma esperados é importante, assim como 

para ajudar a prevenir a aglomeração e possível precipitação das nanopartículas metálicas.144 Uma 

vasta gama de reagentes pode ser utilizada como estabilizante, o principal deles é o citrato de sódio 

(TSC, Na3C6H5O7). No entanto o TSC apresenta uma desvantagem por ser considerado um agente 

redutor fraco, dificultando a obtenção de uma síntese monodispersa. Apesar disso, a síntese 

fotoquímica de nanopartículas utilizando o TSC como agente de revestimento tem sido amplamente 

investigada, pois resulta na formação de complexos relativamente estáveis de maneira simples.145 
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Além disso, a utilização de luz na obtenção de nanopartículas metálicas evita a utilização de altas 

temperaturas durante a síntese, tornando a metodologia mais simples e rápida. 

Além disso, estudos mostram a produção de nanopartículas metálicas utilizando polímeros, 

como o Pluronic F127, que atuam como agente redutor e estabilizante da nanopartícula, através de 

um processo de oxirredução. Alexandridis et al.146 propuseram diferentes mecanismos para a síntese 

de AgNPs a partir da redução de Ag+ por copolímeros em bloco PEO-PPO em solução aquosa. O 

mecanismo mais provável ocorre a partir da redução de íons Ag+ ligados com cavidades (estrutura de 

éter pseudocoroa) através da oxidação de segmentos de oxietileno e oxipropileno pelo centro 

metálico.147 O poli(óxido de etileno) (PEO) forma uma conformação semelhante aos éteres coroa 

(estrutura de éter pseudocoroa) ligando-se a íons metálicos em solução aquosa devido às interações 

íon-dipolo entre os íons metálicos e os pares solitários de elétrons das ligações de óxido de etileno.  

Quanto às suas aplicações, as AgNPs possuem excelente atividade antimicrobiana e já são 

utilizadas em diversos produtos incluindo instrumentos cirúrgicos e para manipulação de alimentos, 

roupas, cosméticos, produtos odontológicos, cateteres e curativos.148 No campo biomédico estas têm 

sido empregadas no diagnóstico para contraste em imagens biológicas.149 As AgNPs também atuam 

como agentes antitumorais, causando uma diminuição progressiva de células tumorais.150 Isto pode 

ser devido às suas ações inibitórias em vários mecanismos de sinalização responsáveis pelo 

desenvolvimento e patogênese do câncer. Em conjunto, essas informações sugerem que as AgNPs 

podem induzir citotoxicidade nas células cancerosas e inibir a progressão do tumor sem serem letais 

para as células normais.151 A toxicidade das AgNPs está ligada à sua produção de EROs, as quais podem 

causar danos ao DNA, lipídios e proteínas. O estudo sobre os efeitos prejudiciais dessas nanopartículas 

em células hepáticas e fibroblastos primários, realizado por Arora et al.152, revelou que AgNPs ativam 

mecanismos antioxidantes nas mitocôndrias. Além disso, várias publicações mostram a correlação 

entre a concentração de espécies reativas de oxigênio (EROs) e danos mitocondriais. A superprodução 

de EROs pode desnaturar diversas proteínas antiapoptóticas e iniciar a expressão de proteínas pró-

apoptóticas.153 

Como supracitado, a combinação de nanopartículas metálicas com FS tem potencial para 

conduzir a um aumento significativo na geração de oxigênio singleto, efeito ME1O2.154 A presença de 

nanopartículas metálicas próximas ao FS leva a um aumento populacional do estado singleto/tripleto 

excitado do FS, por conta do aumento líquido geral de sua absorção, que ocorre devido ao 

acoplamento entre o momento de dipolo do FS e o campo elétrico próximo à superfície das 

nanopartículas.155 

A combinação AgNPs/FS se torna efetiva quando as moléculas do FS se aproximam 

suficientemente da nanopartícula metálica.156 Além disso, quanto maior for a área de contato entre a 

AgNPs e o FS, maiores serão os efeitos observados. Um outro aspecto crucial para a efetividade da 
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combinação é a possibilidade de utilização da mesma fonte de iluminação. Nesse sentido, já foi 

demonstrado na literatura que o aumento da sobreposição espectral entre a banda de absorção 

eletrônica do FS e a banda plasmônica da nanopartícula metálica favorece a formação de oxigênio 

singleto.157 Como discutido anteriormente, metais como Au e Ag são capazes de utilizar a luz visível 

devido ao seu efeito LSPR, altamente dependente do tamanho e formato do NP.140 Quando a energia 

para a excitação LSPR é semelhante às diferenças de energia dos orbitais HOMO-LUMO do FS (Figura 

6), o acoplamento ressonante é mais eficiente. Dessa maneira, o campo magnético próximo à superfície 

da nanopartícula metálica aumenta a população de estado singleto excitado do FS (1FS*).  

Figura 6. Diagrama do mecanismo para o efeito de acoplamento ressonante entre a banda SPR da nanopartícula 
metálica com os níveis HOMO-LUMO de um fotossensibilizador. 

 

Fonte: Adaptado a partir de Silva et al.158 

Sendo assim, a migração de elétrons quentes da AgNPs para as moléculas de FS é fortemente 

dependente de sobreposição espectral, ou seja, quanto maior a sobreposição espectral, maior o 

acoplamento ressonante e maior será a população do estado excitado singleto do FS. Assim, 

aumentando a população de 1FS*, tende-se também a observar o aumento no estado tripleto excitado 

e, por consequência, um aumento na sua geração de oxigênio singleto. 

Dada a possibilidade de melhoria das propriedades fotofísicas dos FS, vários estudos têm sido 

direcionados a essa vertente. Wang et al.159 demonstrou a eficácia de nanoestruturas híbridas 

constituídas por AgNPs revestidas por sílica mesoporosa incorporada com hematoporfirina IX 

(Ag@mSiO2@ HPIX). Os autores observaram que a excitação dos híbridos Ag@mSiO2@HPIX com luz 

azul (400 nm) exibiu uma maior geração de 1O2 com um fator de aprimoramento de 3,1 em comparação 

com HPIX livre.  
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No estudo realizado por Silva et al.160 foram obtidos nanohíbridos AgNPs e azul de metileno 

incorporados e micelas de Pluronic® F127. Os resultados demonstraram que a modulação de distância 

AgNP-MB na matriz Pluronic® é um parâmetro relevante no aprimoramento das propriedades 

fotofísicas. Da mesma forma, nanocarreadores híbridos de FS e nanopartículas de ouro (AuNPs) 

revestidos com SiO2 incorporada com azul de metileno161, nanoestrelas de Au revestidas de sílica 

incorporadas com MB162, nanobastões de ouro revestidos com sílica ligados a ftalocianina (AlC4Pc)163, 

AuNPs conjugadas com ácido 5-aminolevulínico164, AuNPs conjugadas com ftalocianina165, exibiram 

aumento na geração de 1O2 resultando em efeitos fotodinâmicos aprimorados. Outros estudos foram 

realizados envolvendo a CUR combinada com AgNPs.    

Ghasemi et al.166 analisaram a inativação fotodinâmica a partir da combinação entre 

nanopartículas de CUR e prata, mostrando que a combinação reduziu o número de bactérias nas 

formas planctônica e de biofilme de Pseudomonas aeruginosa. A combinação de CUR-AgNPs também 

mostrou resultados efetivos para a redução da viabilidade celular de células cancerosas.167 Diante dos 

dados acima sumarizados, acredita-se que a combinação de AgNPs com CUR seja uma alternativa 

promissora para o aumento de sua atividade fotodinâmica. Contudo, para que os fármacos possam ser 

efetivamente combinados, estabilizados e biotransportados, é crucial a utilização de um sistema de 

carreamento comum a ambos. Por essa razão, no presente estudo optou-se por empregar sistemas 

lipossomais, capazes de incorporar simultaneamente tanto a CUR como as AgNPs, cujas peculiaridades 

serão abordadas no item a seguir.  

2.6 LIPOSSOMAS 

Lipossomas são estruturas vesiculares formadas a partir de fosfolipídios, os quais estão 

presentes em células animais e são os principais constituintes das membranas plasmáticas.132 Os 

fosfolipídios são constituídos por uma cabeça polar, um grupo glicerol e duas caudas hidrofóbicas, 

formadas por ácidos graxos saturados ou insaturados. Em meio aquoso estes se orientam gerando 

uma bicamada lipídica, que apresenta em seu centro uma cavidade aquosa, conforme mostrado na 

Figura 7. Os sistemas lipossomais destacam-se como sistemas carreadores de fármacos devido à 

possibilidade de carrear tanto fármacos hidrofóbicos, na bicamada lipídica, como fármacos 

hidrofílicos, no poço aquoso interno.  

Além disso, possuem a vantagem de serem sistemas altamente versáteis e biocompatíveis. 

Assim, suas características como tamanho, lamelaridade, superfície, composição lipídica, volume e 

composição do meio aquoso interno podem ser manipuladas de acordo com a aplicação almejada.168 

Ainda, os lipossomas possuem a vantagem de compartilhar semelhanças estruturais com as 

membranas biológicas. Essa notável semelhança estrutural resulta em uma interação mais significativa 
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com as membranas celulares. Dentre os mecanismos propostos para a interação e penetração das 

células, destacam-se a adsorção, a endocitose, a troca lipídica e a fusão como os mais relevantes.7 

Figura 7. Estrutura dos fosfolipídios, bicamada lipídica e lipossoma. 

 

Fonte: Adaptado de De Freitas.169 Criado utilizando BioRender.com 

Os fosfolipídios utilizados para a formação de lipossomas podem apresentar natureza 

catiônica, zwitteriônica ou aniônica. A presença da carga nos fosfolipídios gera uma repulsão 

eletrostática entre os lipossomas formados, criando um potencial de superfície ζ, o qual dificulta a 

agregação e floculação do sistema.170 Os lipídios zwitteriônicos vêm sendo usados para reduzir a 

adsorção de proteínas em lipossomas e prolongar seu tempo de circulação.171 

Os lipossomas carregados negativamente são geralmente constituídos por lipídios aniônicos. 

Dados da literatura mostram que os lipossomas carregados negativamente, devido às suas 

propriedades eletrostáticas, são menos estáveis que os lipossomas neutros e positivos quando 

injetados na circulação sanguínea. Lipossomas aniônicos interagem rapidamente com o sistema 

biológico após sua opsonização. Esta interação leva a duas consequências: são rapidamente absorvidos 

pelo sistema reticuloendotelial (SER) e leva a efeitos tóxicos, com a aparição de vasoconstrição, 

hipertensão pulmonar e queda no número de plaquetas e leucócitos circulantes.172  

Os lipossomas catiônicos são normalmente utilizados para entrega de genes, devido a 

interação eletrostática entre lipídios carregados positivamente e ácidos nucléicos carregados 

negativamente.173 São constituídos por fosfolipídios neutros naturais e lipídios carregados 

positivamente. Estes são amplamente aplicados na literatura, devido sua biocompatibilidade e 

resultados promissores in vitro e in vivo.174 

Quanto à estrutura lipossomal os fosfolipídios podem se organizar em duas classes distintas: 

unilamelares, formando uma bicamada lipídica única ou multilamelares, formando bicamadas 

múltiplas com um compartimento aquoso central e com diâmetros que variam de 500 a 3500 nm. Os 

lipossomas unilamelares, Figura 8, podem também ser classificados de acordo com seu tamanho, 

vesículas unilamelares pequenas (do inglês, Small Unilamellar Vesicles- SUV) apresentam diâmetros 

entre 20 e 100 nm e as vesículas unilamelares grandes (do inglês Large Unilamellar Vesicles-LUV) 

apresentam diâmetros que variam entre 100 e 1000 nm. Vesículas com tamanhos superiores a 1,0 µm 
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são descritas como vesículas unilamelares gigantes (do inglês Giant Vesicles- GUV). Por outro lado, as 

vesículas multilamelares (Multilamellar Vesicles, MLV) são constituídas por bicamadas fosfolipídicas 

concêntricas intercaladas por compartimentos aquosos. Por fim os lipossomas também podem se 

apresentar em forma de múltiplas vesículas não concêntricas, chamados de lipossomas 

multivesiculares (do inglês, Multivesicular Vesicles-MVL).168 

Figura 8. Figura mostrando os diferentes tipos de lipossomas. 

 

Fonte: Adaptado de De Freitas.169. Criado utilizando BioRender.com 

 A literatura fornece diversos métodos de preparo para lipossomas, sendo as mais comuns 

descritas a seguir. A injeção etanólica consiste na dissolução dos lipídios em etanol seguido por sua 

injeção rápida em água aquecida em excesso e por fim, a remoção do solvente orgânico.175 Na 

evaporação por fase reversa os lipídios são solubilizados em meio orgânico e a adição de água e 

sonicação ao meio favorece a formação de micelas reversas. Em seguida, a evaporação do solvente 

orgânico provoca o colapso de várias micelas, resultando na formação de um organogel de elevada 

densidade. Assim, os fosfolipídios em excesso formam uma bicama ao redor das micelas resíduas, 

gerando os lipossomas.176 A via microfluídica é uma tecnologia emergente para a obtenção de 

lipossomas, pois permite o controle preciso do processo de hidratação lipídica, sendo que este controle 

das condições de fluxo e mistura tem sido aplicados para alterar o tamanho das partículas e a fim de 

melhorar a homogeneidade de sistemas.177 No entanto, o método mais utilizado na literatura ainda é 

a dispersão sólida. Neste método os fosfolipídios são dissolvidos em um solvente orgânico, o qual é 

posteriormente eliminado através da evaporação à pressão reduzida. Após a completa eliminação do 

solvente o filme fino é hidratado, sob agitação vigorosa, gerando os lipossomas. As vesículas obtidas 

apresentam diferentes tipos e tamanhos e comumente são aplicados processos de uniformização, 

sendo a extrusão mecânica através de membranas o mais comum.178, 179 

As vesículas formadas apresentam uma temperatura de transição de fase (Tm). Em 

temperaturas inferiores à Tm as nanoestruturas formam uma fase gel, onde as cadeias carbônicas dos 

lipídios apresentam uma conformação trans e estes possuem certa rigidez. Em temperaturas iguais ou 
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superiores à Tm os lipídios passam a se comportar de forma fluida, tendo liberdade de movimento. 

Nesta forma, a bicamada lipídica se encontra na fase cristal-líquido e com conformação gauche. A 

temperatura de transição de fase dos fosfolipídios é influenciada pelo comprimento e saturação da 

cadeia, sendo um dos fatores avaliados na escolha do fosfolipídio ideal para o sistema carreador. Na 

fase gel os lipossomas apresentam baixa permeabilidade, preservando o fármaco interno, porém 

dificultando sua internalização em sistemas biológicos. Quando em temperaturas próximas à Tm, a 

bicamada lipídica possui alta permeabilidade por conta da região interfacial de coexistência das fases 

gel e cristal-líquido.180 

Lipossomas convencionais são compostos por uma bicamada lipídica que pode ser composta 

por fosfolipídios catiônicos, aniônicos ou zwitteriônicos. Seu potencial clínico passou a ser estudado a 

partir de 1980 quando foram utilizados para melhorar a farmacocinética de fármacos como 

Doxorrubicina e Anfotericina.181, 182 Os lipossomas convencionais apresentaram bons resultados em 

termos de redução da toxicidade dos compostos in vivo e melhoria na biodistribuição. No entanto, 

como citado anteriormente, estes são rapidamente eliminados através do sistema reticuloendotelial 

(SRE). O aperfeiçoamento de lipossomas pode ser feito pelas modificações em suas características 

estruturais, alterando a sua composição lipídica e também na carga superficial pela utilização de 

ligantes de revestimento.125 Assim, houve o surgimento de lipossomas teranósticos, sítio-específicos e 

de longa circulação.  

A fim de melhorar a estabilidade dos sistemas lipossomais e aumentar seu tempo de circulação 

no sangue são desenvolvidos os lipossomas de longa-circulação, nos quais a presença de um ligante 

em sua superfície causa um efeito estérico, melhorando assim sua estabilidade.183, 184 Na literatura a 

modificação mais utilizada é a do polímero polietilenoglicol (PEG). Por conta de sua hidrofilicidade 

ocorre a formação de uma zona de hidratação em torno dos lipossomas, fazendo com que a adsorção 

de proteínas em sua superfície seja dificultada.125 O revestimento com PEG mostra resultados quanto 

à prolongação dos tempos de circulação na corrente sanguínea, chegando a tempos de 45 horas em 

humanos e variando conforme o tamanho das partículas e características do revestimento 

polimérico.185, 186 No entanto lipossomas peguilados demonstram uma redução em sua habilidade de 

interagir com os tecidos alvos.187 Além disso, estudos mostram que a partir da injeção de uma segunda 

dose estas partículas passam a sofrer reconhecimento pelo SRE e sofrem de um efeito chamado de 

Depuração Sanguínea Acelerada (do inglês, Accelerated Blood Clearence), diminuindo a eficácia das 

formulações.188 

A partir das dificuldades encontradas quanto a aplicação de lipossomas peguilados, busca-se 

alternativas para o aumento da estabilidade lipossomal. Os copolímeros tribloco do tipo ABA, 

comercializados principalmente como Plurônic® ou Poloxamer, passam a se destacar nesta função. 

Estes são constituídos por dois grupos hidrofílicos poli(óxido de etileno) (PEO) e um grupo hidrofóbico 



29 
 

poli(óxido de propileno) (PPO) ligados em sequência (EO)a(PO)b(EO)a, conforme demonstrado na 

Figura 9. Plurônicos são polímeros comerciais aprovados pela FDA para uso humano. Quando em 

solução, acima de sua concentração micelar crítica (CMC) e temperatura micelar crítica (TMC) se auto-

organizam formando micelas poliméricas do tipo core-shell. Quando em concentrações abaixo de sua 

CMC se apresentam na forma de monômeros, de forma que podem ser adicionados à preparação de 

lipossomas.189 

Figura 9. Estrutura química dos Plurônicos®. 

 

Fonte: Adaptado a partir de Yu et al.190 

Estudos já publicados mostram a formação de lipossomas híbridos polimérico-lipídicos, os 

quais se mostram muito mais estáveis em solução que lipossomas convencionais. Destaca-se dentro 

deste grupo o Plurônic® F127 (EO)106(PO)70(EO)106. Este polímero apresenta alta biocompatibilidade e 

acelera o mecanismo de translocação lipídica transmembrana.191 Freitas et al. 8 demonstraram que o 

copolímero F127 é capaz de interagir com o fosfolipídio dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC) 

levando à formação de lipossomas híbridos polimérico-lipídicos altamente estáveis em relação aos 

lipossomas convencionais. Estes lipossomas são obtidos a partir de uma metodologia simples e rápida, 

através do método de dispersão sólida aliado à sonicação, não apresentando a necessidade da etapa 

de extrusão.8 A utilização de copolímeros tribloco apresenta maior interação com a bicamada lipídica 

do lipossoma, devido à unidade central hidrofóbica que pode se orientar em conjunto com os 

fosfolipídios na construção da bicamada.192 O mecanismo de formação dos lipossomas pode ser 

descrito através do modelo “Budding Off”, onde as cadeias de PEO desempenham um papel 

importante na formação de vesículas “filhas” (vesículas finais – SUVs) a partir de vesículas “mães” 

(vesículas iniciais – LUVs).8 

Um fator crucial na obtenção de lipossomas híbridos constituídos por fosfolipídios e 

Plurônicos é a relação entre as concentrações de ambos e o efeito da temperatura. Assim, dada a 

possibilidade de formação de micelas por esses copolímeros, é de suma importância que as 

concentrações empregadas sejam inferiores à sua CMC. Ademais, a mudança de temperatura (dada a 

aplicação no organismo) deve manter as nanoestruturadas na forma de vesículas. Estudos anteriores 

realizados por Pedrozo et al.125 investigaram a faixa de concentração permitida para a formulação 
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DPPC-F127. No estudo, a TMC do copolímero na presença de lipossomas em fase gel foi avaliada em 

função da variação de anisotropia de fluorescência da sonda 1,6-diphenyl-1,3,5-hexatriene (DPH) 

(rDPH). Assim, quando o DPH se encontrava exclusivamente na presença de lipossomas o valor de rDPH 

era superior a 0,2. No entanto, uma queda drástica nos valores de rDPH era observada com a formação 

de micelas em decorrência da mudança de temperatura do meio, dada a partição do DPH, previamente 

carregado nos lipossomas, em micelas formadas. Os autores verificaram que concentrações inferiores 

a 2x10-5 mol L-1 (0,025% m/V) do Pluronic® F127 eram ideais e seguras para a obtenção de lipossomas 

variando-se a temperatura de 25 a 40 °C. 

A partir disso optou-se neste trabalho por empregar lipossomas híbridos polimérico-lipídicos 

descrito acima a fim de incorporar CUR e AgNPs. O DPPC (Figura 10) é um fosfolipídio zwitteriônico, 

que está presente no corpo humano atuando como surfactante pulmonar. Possui cadeia saturada e 

sua temperatura de transição de fase é de 41,4 oC.193  

Figura 10. Estrutura química do fosfoliídio DPPC. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GERAL 

Preparar, caracterizar e aplicar os sistemas lipossomais híbridos polimérico-lipídicos à base de 

DPPC (1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina) e copolímero tribloco Pluronic® F-127, incorporando 

curcumina e nanopartículas de prata para a aplicação em Terapia Fotodinâmica. 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

i. Preparar o sistema lipossomal híbrido polimérico-lipídico de DPPC e Pluronic® F-127 e avaliar 
sua estabilidade;  

ii. Carregar o sistema lipossomal de DPPC e Pluronic® F-127 com curcumina (CUR) e 
nanopartículas de prata (AgNPs) e avaliar a sua estabilidade, características espectroscópicas 
e eficiência de encapsulamento. 

iii. Caracterizar os sistemas por espalhamento de luz dinâmico, potencial zeta (ζ) e microscopia 
eletrônica de transmissão. 

iv. Caracterizar e avaliar a interação entre a CUR com o sistema lipossomal, através de análises 
de UV-Vis e fluorescência, assim como sua constante de ligação ao sistema;  

v. Avaliar a temperatura de transição de fase (Tm) dos lipossomas híbridos polimérico-lipídicos 
na ausência e na presença de CUR e AgNPs. 

vi. Avaliar as interações existentes entre os constituintes das formulações por espectroscopia na 
região do infravermelho. 

vii. Analisar a supressão de fluorescência da CUR ao sistema lipossomal almejando estimar a sua 
localização na bicamada lipídica; 

viii. Determinar as propriedades fotofísicas da CUR incorporada ao sistema híbrido polimérico-
lipídico na presença de AgNPs;  

ix. Examinar a citotoxidade e fototoxicidade nas formulações obtidas em células cancerígenas 
células de câncer de melanoma B16-F10;  

x. Realizar ensaios de permeação ex vivo das formulações em pele humana empregando a célula 
de Franz e quantificar por fluorescência e Espectroscopia de Absorção Atômica. 
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 

4.1 MATERIAIS 

O fosfolipídio 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC, M= 734,04 g mol-1, >99%) foi 

adquirido da Avant Polar Lipids (Alabama, EUA). O Pluronic® F127 (M= 12.600 g mol-1), nitrato de prata, 

iodeto de potássio, citrato de sódio, ácido 9,10-antracenodiil-bis(metileno)dimalônico (ABDA), e 

curcumina (CUR, 67%) foram obtidos da Sigma Aldrich. Todos os solventes empregados eram de grau 

analítico e foram usados sem purificação adicional. A água utilizada foi ultrapura. 

4.2 MÉTODOS 

4.2.1 Preparação dos lipossomas híbridos polimérico-lipídicos 

Os lipossomas polimérico-lipídicos constituídos por DPPC e F127 (DPPC-F127) foram obtidos 

conforme De Freitas et al.194, adaptando-se a metodologia de dispersão sólida para formação de filme 

fino.195 

O lipídio DPPC na concentração de 1,5x10-3 mol L-1 e o copolímero F127 na concentração 

1,5x10-5 mol L-1 (0,02% m:V) foram dissolvidos em clorofórmio e metanol, respectivamente. Na 

sequência, as soluções foram misturadas em uma proporção 4:1 (V:V). Em seguida, o solvente foi 

removido em um evaporador rotativo à vácuo até a completa evaporação do solvente, em 

temperatura de 40 °C com o balão suspenso em relação ao banho. Esse cuidado foi tomado para evitar 

a rápida evaporação do solvente que levaria à formação de um filme fino desuniforme. O sistema foi 

deixado em dessecador sob vácuo durante 24 horas para garantir a completa eliminação do solvente. 

O filme fino seco e devidamente uniforme foi então hidratado com 10,0 mL de água ultrapura com 

aquecimento em torno de 40-45 °C e sonicação em ultrassom de bancada (Cristófoli Equipamentos de 

Biossegurança LTDA, com frequência de 42 kHz) durante aproximadamente 15 minutos. A formação 

dos lipossomas foi acompanhada por espalhamento de luz dinâmica (DLS). Destaca-se que não foi 

necessário realizar nenhum método de uniformização, como por exemplo a extrusão, para a obtenção 

de lipossomas uniformes. 

4.2.2 Síntese e incorporação de nanopartículas de prata (AgNPs) ao sistema lipossomal 

As nanopartículas de prata foram geradas in situ a partir da redução de sal de prata (AgNO3) 

utilizando-se citrato de sódio (Na3C6H5O7) em água com iluminação UV-Vis (com comprimento de onda 

variando de 370 a 435 nm, λmax= 400 nm e I= 67,48 W m2).196, 197, 198 A fonte de luz empregada para a 

síntese foi um LED, com comprimento de onda de emissão e potências determinados em esfera 
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integradora, no Laboratório de Optoeletrônica Orgânica e Sistemas Ansisotrósinais (LOOSA). É 

importante salientar que a faixa de emissão na região do UV, maior energia, é que levará ao processo 

de síntese das nanopartículas por “fotoindução”. 

Em um béquer foram adicionados 5,0 mL da dispersão lipossomal, 50 µL de uma solução 

estoque de AgNO3 na concentração 1x10-2 mol L-1 e 50 µL de uma solução estoque de Na3C6H5O7 de 

mesma concentração. O sistema foi mantido com agitação constante e iluminação UV durante 30 

minutos. Vale destacar que a síntese foi realizada em condição de temperatura ambiente. Ao final do 

tempo é possível verificar a mudança de coloração da solução para alaranjado claro. As amostras 

obtidas foram denominadas DPPC-F127-AgNPs. 

4.2.3 Incorporação de Curcumina ao sistema 

A incorporação de CUR ao sistema lipossomal de DPPC-F127 e DPPC-F127-AgNPs foi realizada 

pelo método de adição passiva.199 É importante deixar claro que se optou pela incorporação passiva 

devido à síntese fotoinduzida nas AgNPs na amostra DPPC-F127-AgNPs-CUR. Assim, caso a 

incorporação ativa fosse realizada, a CUR passaria pela exposição à radiação UV-Vis de alta intensidade 

e certamente sofreria fotobranqueamento. Nessa metodologia, uma alíquota 10 µL de uma solução 

de CUR em DMSO (1x10-3 mol L-1) previamente padronizada (Ɛ= 58,547 L mol−1 cm−1 200)  através de 

análises UV-vis, foi adicionada à dispersão previamente preparada contendo os lipossomas já prontos 

e uniformizados e devidamente homogeneizada. Vale destacar que a porcentagem de DMSO na 

dispersão lipossomal final foi de 9,99x10-2 % (V:V), não influenciando na estrutura dos lipossomas.  Por 

fim, o conjunto de amostras obtidas, DPPC-F127, DPPC-F127-AgNPs, DPPC-F127-CUR e DPPC-F127-

AgNPs-CUR, foi devidamente caracterizado como descrito a seguir. 

4.3 MÉTODOS E INSTRUMENTAÇÃO 

4.3.1 Espalhamento de luz dinâmico - DLS 

O diâmetro hidrodinâmico (DH), o índice de polidispersividade (PDI) e o potencial de 

superfície Zeta (ζ) dos lipossomas formados foram obtidos através de medidas DLS em um Zetasizer 

Nano Series modelo SZ (Malvern Instruments, Reino Unido) disponível no Grupo de Estudo em 

Materiais Poliméricos (POLIMAT). As medidas foram realizadas a 25,0 °C operando a 173° e 

comprimento de onda de 632,8 nm, fornecido por um laser de He-Ne de estado sólido de 4 mV. Todas 

as medidas foram realizadas em triplicata. 
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4.3.2 Espectroscopia de Absorção Eletrônica 

Os espectros de absorção eletrônica da CUR, bem como os espectros de absorção plasmônica 

das AgNPs nas dispersões lipossomais foram realizados em um espectrofotômetro Varian Cary® 50 Bio 

disponível no laboratório de catálise e fenômenos interfaciais, LACFI, no departamento de química da 

UFSC. 

O coeficiente de absortividade molar da curcumina em DMSO em 435 nm foi obtido da 

literatura 𝜀= 58.547 L mol-1 cm-1 200 e utilizado através da lei de Lambert-Beer (Equação 9) para 

padronizar periodicamente a solução estoque de CUR em DMSO. Onde A é a intensidade de absorção 

em 435 nm, b é o caminho óptico da cubeta (1 cm), C é a concentração de curcumina (mol L-1), e 𝜀 é o 

coeficiente de absortividade molar (L mol-1 cm-1).  

A = b × C × ε (9) 

4.3.3 Espectroscopia de Fluorescência 

As medidas de emissão de fluorescência foram realizadas em espectrofotômetro de 

fluorescência Varian Cary Eclipse, localizado no laboratório LACFI, no departamento de Química da 

UFSC.  

Para as amostras DPPC-F127-CUR e DPPC-F127-AgNPs-CUR empregou-se o comprimento de 

onda de excitação em 420 nm com faixa de leitura de 440-700 nm e slits de 5 nm, assim como para 

CUR em acetronitrila (ACN). 

4.3.4 Estudos de estabilidade 

A estabilidade das formulações no estado líquido foi monitorada por espectroscopia de 

absorção eletrônica em um equipamento UV- Vis da marca Kasuabi B-500 com 1 nm de intervalo de 

leitura.  Além disso, as amostras também foram monitoradas por e DLS, nesse caso, almejando a 

obtenção de seu diâmetro hidrodinâmico e PDI, conforme o tópico 4.3.1.  

4.3.5 Microscopia eletrônica de transmissão (MET) 

A morfologia e os diâmetros das nanopartículas foram avaliados através da microscopia 

eletrônica de transmissão (MET) utilizando um microscópio JEM 1011 operando a uma voltagem de 

aceleração de 80 kV disponível no Laboratório Central de Microscopia Eletrônica da UFSC. O preparo 

do grid ocorreu 24 h antes da análise, para isso 100 µL da dispersão lipossomal foram diluídos em 1,0 

mL de água ultrapura. Em seguida, 10 µL desta solução foi depositada em grid de cobre recoberto com 

filme de carbono/Formvar e o excesso removido com papel absorvente. O processo foi repetido três 

vezes.  
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As análises de tamanho foram realizadas utilizando o software livre ImageJ 1.8.0 para 

construção do gráfico de distribuição normal dos tamanhos. 

4.3.6 Determinação da constante de ligação (Kb) da curcumina com os lipossomas 

A constante de ligação Kb da CUR aos sistemas lipossomais de DPPC-F127 e DPPC-F127-AgNPs 

foi determina a partir de uma solução inicial de CUR em água na concentração de 1,0x10-6 mol L-1. Essa 

concentração foi empregada com o intuito de evitar o efeito de filtro interno nas análises por 

fluorescência. Em seguida, essa solução foi titulada com cada uma das dispersões lipossomais. Após 

cada alíquota adicionada aguardou-se um período de 5 minutos a fim de atingir a ligação do FS ao 

sistema. Após a estabilização de cada alíquota adicionada, os espectros de emissão de fluorescência 

foram registrados na faixa de 440 nm até 700 nm, empregando um λexc= 420 nm e slits de 5 nm. Os 

estudos foram realizados em três temperaturas: 20, 25 e 37 oC a fim de se avaliar os parâmetros 

termodinâmicos de ligação. 

4.3.7 Estudos de supressão de fluorescência: ajustes de Stern-Volmer (KSV) 

A supressão de fluorescência da CUR nos sistemas lipossomais, na concentração de 1,0x10-6 

mol L-1, foi avaliada utilizando-se íon iodeto como agente supressor aquo-solúvel (iodeto de sódio). 

Nesse experimento, 2,0 mL da amostra foram adicionados em uma cubeta de fluorescência e 

sucessivas adições de uma solução de KI (1 mol L-1), devidamente protegida da luz, foram realizadas 

até um volume final de 4,0 mL. Após cada adição, aguardou-se um intervalo de 5 minutos e registrou-

se os espectros de emissão de fluorescência na faixa de 440 nm até 700 nm, empregando um λexc= 420 

nm e slits de 5 nm. O fator de diluição foi corrigido para que pudesse ser avaliado apenas o efeito da 

supressão.  A constante de Stern-Volmer (KSV) foi calculada através da Equação 10, na qual F0 e F: são 

as intensidades de fluorescência na ausência e presença do supressor, respectivamente, e [I-]: é a 

concentração de iodeto. Os estudos foram realizados em três temperaturas: 20, 25 e 37 oC com o 

objetivo de avaliar o mecanismo de supressão (estático ou dinâmico). 

F0

F
= 1 +  KSV [I−] (10) 

4.3.8 Calorimetria diferencial de varredura - DSC  

A calorimetria diferencial de varredura foi empregada para a determinação da temperatura 

de transição de fase (Tm) dos lipossomas híbridos polimérico-lipídicos e para a avaliação da influência 

da incorporação de CUR e AgNPs nestes. As curvas de calorimetria foram realizadas no equipamento 

de calorimetria diferencial de varredura DSC-50 Shimadzu, disponível na Central de Análises do 
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Departamento de Química da UFSC, utilizando atmosfera de nitrogênio, na faixa de temperatura de 

10 a 100 °C a uma taxa de varredura de 2,5 °C min-1 em atmosfera de argônio (50 mL min-1). 

Os resultados obtidos pelo equipamento são fornecidos em potência (mW) e são 

transformados em capacidade calorífica molar para a obtenção dos valores de temperatura de 

transição (Tm). Além disso, parâmetros termodinâmicos envolvidos nesta transição, como a variação 

de entalpia (ΔH), podem ser obtidos a partir do termograma, utilizando-se o Software gratuito TA 

Universal Analysis. A variação de entalpia da transição (ΔH) é calculada a partir da área sob o pico, a 

partir da integral do calor específico ΔCp, conforme demonstrado na Equação 11, onde Ti e T são as 

temperaturas que definem os limites de integração.  

𝛥𝐻(𝑇) =  ∫ 𝛥𝐶𝑝 (𝑇) 𝑑𝑇
𝑇

𝑇𝑖

 (11) 

4.3.9 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier- FTIR 

A análise de FTIR foi utilizada para verificar as modificações nas formulações a partir da 

incorporação de F127, CUR e AgNPs aos lipossomas. As análises foram conduzidas em um 

espectrofotômetro marca Shimadzu modelo IRPrestige-21, do Grupo de Estudos em Materiais 

Poliméricos (Polimat/UFSC). Para tal, as amostras foram previamente liofilizadas, primeiramente 

sendo congeladas em nitrogênio líquido e realizou-se a liofilização em um equipamento da marca 

EDWARDS Modelo Micro Modulyo por um período de 48 horas. As amostras liofilizadas foram 

analisadas pelo modo de reflectância total atenuada ATR. A faixa selecionada foi de 4000 a 400 cm-1 

com 40 scans e resolução de 1 cm-1.  

4.3.10 Eficiência de encapsulamento  

A eficiência de encapsulamento da CUR e das AgNPs aos lipossomas híbridos foi quantificada 

utilizando filtros de centrifugação Microcon-10KDa. Foram adicionados 500 uL das formulações com 

concentrações de [CUR]=100 µmol L-1 e [AgNPs]= 1,5x10-4 mol L-1 ao microtubo contendo o filtro e em 

seguida as amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm por 45 minutos. A solução que permeou o filtro 

foi liofilizada e solubilizada em 1,0 mL de acetonitrila. O FS livre foi quantificado por emissão de 

fluorescência e as AgNPs não incorporadas por espectroscopia de absorção atômica em um 

espectrômetro de absorção atômica AAnalyst 100 (Perkin Elmer), equipado com forno de grafite HGA 

800 e dispensador automático AS-72 - as quais ainda estão sendo quantificadas por um laboratório 

parceiro. Os experimentos foram realizados em triplicata. Ressalta-se que durante o processo, as 

amostras foram devidamente protegidas da luz ambiente.  
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4.3.11 Rendimento quântico de fluorescência 

Os valores de rendimento quântico de fluorescência (ɸF) da CUR nas vesículas lipossomais 

foram obtidos por metodologia indireta utilizando-se como padrão a CUR em clorofórmio 

(ɸF=0,154201). Os valores foram calculados a partir da Equação 12, onde AbsP é a absorbância do padrão 

e AbsFS é a absorbância do FS no comprimento de onda de excitação, n é índice de refração do meio, 

FP e FFS são respectivamente a área do espectro de emissão de fluorescência do padrão e do FS e ɸP é 

o rendimento de fluorescência do padrão. 

ɸ𝐹 =  
𝐴𝑏𝑠𝑃 𝐹𝐹𝑆 𝑛2

𝐴𝑏𝑠𝐹𝑆 𝐹𝑃 𝑛𝐹𝑆
2  ɸ𝑃 (12) 

4.3.12 Cinética de degradação do ABDA: Rendimento Quântico de oxigênio singleto 

 O rendimento quântico de oxigênio singleto (ɸΔ
1O2) foi determinado por meio de método 

indireto usando o ácido 9,10-antracenodiil-bis(metileno)dimalônico (ABDA) como sonda. O ABDA é um 

derivado do antraceno que pode ser convertido em seu endoperóxido (Esquema 3) correspondente 

após reação com o 1O2, o que pode ser acompanhado pela redução na absorbância nos comprimentos 

de onda de 340, 355, 378 e 399 nm. 

Esquema 3. Reação Diels-Alder entre o ABDA e o 1O2. 

 

Os experimentos foram realizados em uma cubeta de quartzo (1,0 cm de caminho óptico) 

contendo uma solução aquosa de ABDA (8,7 x 10-5 mol L-1) e a amostra ([CUR] = 1,0 x 10-6 mol L-1). Para 

amostras contendo lipossomas, o ABDA foi deixado em contato sob agitação com a amostra no escuro 

por 30 minutos antes do início da iluminação. Em experimentos de irradiação, a evolução da 

fotodegradação do ABDA foi avaliada durante 1.400 minutos em espectrofotômetro Varian Cary-60 

por varredura no modo cinético. A iluminação foi realizada com um sistema de iluminação equipado 

com LEDs de emissão no azul (4,46 W m-2 de irradiância e distância de 1,0 cm da superfície do líquido). 

Como o espectrofotômetro opera no modo de fase modulada, a incidência de luz externa não interfere 
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nas medições, Figura 11. A sobreposição da emissão de LED com os espectros de absorção da CUR nos 

diferentes meios avaliados é apresentada na Figura 12. 

Figura 11. Montagem do aparato óptico. 

 

Figura 12. Sobreposição espectral da emissão do LED azul com a absorção molecular das amostras (A) ACN-CUR, 
(B) DPPC-F127-CUR e (C) DPPC-F127-AgNPs-CUR. 

 

É importante destacar que a emissão da fonte de luz não afeta à absorção do ABDA, conforme 

representado pela Figura 13.  
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Figura 13. Espectro de absorção do ABDA antes e após a iluminação com LED azul. 

 

A cinética de fotodegradação foi avaliada em diferentes comprimentos de onda (λ= 340 nm, 

355 nm, 378 nm e 399 nm) e uma equação mono-exponencial de pseudo-primeira ordem foi ajustada 

aos dados experimentais obtendo-se a constante de velocidade desta reação (kABDA). A cinética de 

fotobranqueamento da CUR foi realizado no λmax de absorção em cada meio, obtendo-se assim a 

constante de fotodegradação (kFB).  

A fim de calcular o ɸΔ
1O2, uma série de equações foi utilizada conforme já descrito na 

literatura.202, 203 Primeiramente, é necessário encontrar o número de fótons absorvidos pela CUR 

durante o tempo de iluminação (t) por meio da Equação 13. 

NABS =
1

hcNa
∫ ∫ Pe(λ)

λf

λi

(1 − 10−Abs(λ))e−kPB tλ dλ dt
t

0

 (13) 

                         

onde h é a constante de Planck, c é a velocidade da luz, NA é o número de Avogadro, I é a irradiância 

da fonte de luz (em mW cm-2), e λf e λi são os comprimentos de onda final e inicial, respectivamente. 

Com o valor de NABS é possível determinar a Eficiência Fotodinâmica Química (γΔ) pela Equação 14 e 

finalmente, o rendimento quântico de oxigênio singleto pela Equação 15.202, 203 

γΔ =
𝑘𝐴𝐵𝐷𝐴

𝑁𝐴𝐵𝑆
 

(14) 

ɸΔ¹O2 =  
ɸΔ

Standard

γΔ
Standard

γΔ
sample (15) 

A CUR em ACN foi utilizada como sistema padrão, apresentando ɸΔ
1O2 igual a 0,11.204 
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4.3.13 Análise da viabilidade celular das formulações contra células cancerígenas do tipo melanoma 

B16-F10 

O ensaio de sulforrodamina B (SRB) foi utilizado para determinação da densidade celular, a 

partir da medição do conteúdo de proteína celular.205 Inicialmente, células de câncer de melanoma 

B16-F10 foram plaqueadas em placas de 96 poços (5.000 células/poço) por 24 h. Em seguida as células 

foram pré-incubadas com formulações em diferentes por 15 min. A fim de avaliar a ação das 

formulações nessa linhagem de células cancerígenas todas as formulações foram testadas nas 

concentrações 50,0; 25,0; 10,0 e 5,0 µmol L-1 em relação à CUR enquanto a concentração de AgNPs 

iniciou em 1,0x10-4, variando a 5,0x10-5, 2,5x10-5, 1,0x10-5 e 5,0x10-6 mol L-1, sendo todos os sistemas 

testados com e sem iluminação. Para as células expostas à luz, a iluminação ocorreu com uma fonte 

branco quente por 30 minutos (PWM80, 35 mW cm-2) em cabine de segurança biológica a temperatura 

ambiente (25 oC), utilizando equipamento fornecido pelo Prof. Dr. Luís Carlos Malacarne (Centro de 

investigação da Interação Luz-Matéria, Departamento de Física da Universidade Estadual de Maringá), 

especificamente, para iluminação de placas de cultivo celular. As placas de controle foram tratadas nas 

mesmas condições no escuro. O espectro de irradiância da fonte de iluminação utilizada está disposto 

no Anexo A, assim como a sobreposição entre as amostras estão dispostas no Anexo B. 

As células foram incubadas por mais 24 horas em uma incubadora umidificada a 37 °C e 

depois foram fixadas utilizando-se 100 μL de ácido tricloroacético a 10% gelado por 1 hora a 4 °C. As 

placas foram então lavadas cinco vezes com água fria e deixadas secar durante a noite. Uma solução 

de SRB (0,057% de SRB em 1% de ácido acético) foi adicionada a cada poço e incubada durante 30 min 

à temperatura ambiente. As células foram então lavadas 4 vezes com ácido acético a 1% e secas ao ar. 

Em seguida, foram adicionados 100 μL de base Tris 10 mM (pH 10,5) para solubilizar o corante. As 

placas foram agitadas suavemente durante 20 min e a absorbância foi lida a 510 nm num leitor de 

microplacas. A densidade celular foi calculada como a absorbância percentual (% de células) em 

comparação com a absorbância dos controles não tratados.  

A densidade celular também foi analisada através de microscopia objetiva. As células coradas 

com SRB, conforme descrito anteriormente, foram analisadas utilizando um Microscópio Invertido 

Olympus IX83 disponível no Laboratório Multiusuário de Estudos em Biologia (LAMEB) com taxa de 

aumento de 100 vezes. 

4.3.14 Permeação ex vivo de Curcumina e Nanopartículas de Prata 

Os estudos de permeação ex vivo foram realizados no Laboratório de Farmacotécnica e 

Cosmetologia do Departamento de Farmácia da UFSC. 
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Pele abdominal humana (espessura total), obtida de um hospital de Florianópolis por doação 

espontânea e anônima de pacientes durante casos de cirurgia abdominal, foi empregada para os 

ensaios de permeação ex vivo da CUR e AgNPs a partir das diferentes formulações preparadas. O 

estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade (número CAE: 

87349418.7.0000.0121).  

As amostras de pele foram colocadas entre as duas câmaras de vidro da célula de difusão de 

Franz, conforme a Figura 14. O fluido receptor é composto por solução tampão PBS de pH igual a 7,4 

contendo 30% V/V de etanol a fim de manter a condição sink durante o experimento. Para controle 

foram utilizados 2,0 mL de solução de CUR (1,2 mg mL-1) em propileno glicol (PG).  As formulações e a 

solução controle (2,0 mL) foram depositadas acima do extrato córneo da pele em cada câmara 

doadora. Ao final de 7 horas de experimento foram retiradas amostras da câmara receptora e da pele, 

as quais foram tratadas adequadamente com acetonitrila. Por fim, as soluções foram quantificadas de 

acordo com a curva de calibração fluorimétrica disponível no Anexo G. 

Figura 14. Representação esquemática da célula de difusão de Franz. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 CARACTERIZAÇÃO DOS LIPOSSOMAS FORMADOS 

5.1.1 Análises de DLS 

Os valores de diâmetro hidrodinâmico (DH), índice de polidispersidade (PDI) e potencial zeta 

(ζ) dos lipossomas preparados são apresentados na Tabela 2, assim como a distribuição de diâmetros 

encontrados para os lipossomas preparados na Figura 15. 

De um modo geral, as distribuições apresentadas na Figura 15 demonstram a presença de 

uma única população de nanopartículas em todos os casos. A análise das amostras por distribuição de 

intensidades possibilitaria a fácil visualização de partículas com tamanhos superiores, mesmo que em 

mínima quantidade. Isso deve ao maior espalhamento de luz atrelado a partículas com tamanhos 

superiores. A redução na intensidade da luz espalhada é de aproximadamente um fator de 106. Isso 

implica que uma partícula de 100 nm teria uma intensidade de dispersão de luz um milhão de vezes 

menor em comparação com uma partícula de 1.000 nm.206 Vale destacar que os lipossomas foram 

obtidos apenas por sonicação em banho ultrassônico sem qualquer método de uniformização 

posterior. Além disso, as análises em DLS foram realizadas sem nenhum tipo de filtração.  

O diâmetro hidrodinâmico médio encontrado para o lipossoma misto de DPPC-F127 está de 

acordo com o encontrado por De Freitas et al.8 A partir da incorporação de CUR ao sistema é possível 

verificar o aumento discreto do diâmetro hidrodinâmico, indicando a incorporação de CUR ao sistema.  

Tabela 2. Diâmetro hidrodinâmico (DH), índice de polidispersidade (PDI) e potencial zeta dos lipossomas 
preparados. 

 

Amostra DH ± DP (nm) PDI ± DP Potencial Zeta ζ ± DP (mV) 

DPPC-F127 70,34 ± 0,24 0,24 ± 0,01 8,17 ± 1,18 
DPPC-F127-CUR 75,88 ± 0,59 0,25 ± 0,01 9,31 ± 0,24 

DPPC-F127-AgNPs 120,30 ± 1,01 0,24 ± 0,01 -2,32 ± 0,14 
DPPC-F127-AgNPs-CUR 125,90 ± 1,83 0,25 ± 0,01 -1,76 ± 0,32 
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Figura 15. Distribuição dos diâmetros médios dos lipossomas formados a 25,0 °C. 
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Por outro lado, a amostra DPPC-F127-AgNPs apresenta um aumento substancial no DH (~ 50 

nm). Esse elevado aumento traz consigo um forte indício da eficiente síntese in situ/incorporação das 

AgNPs na estrutura lipossomal. A amostra completa, contendo ambos, CUR e AgNPs, apresentou 

tamanho compatível com o esperado. Além disso, todas as amostras apresentaram PDI inferior a 0,30 

sugerindo um sistema monodisperso. 

O potencial zeta caracteriza a dupla camada elétrica sendo medido no plano de cisalhamento 

entre a camada interna de íons (camada de Stern) e a camada difusa.   A medida é feita em comparação 

com um ponto no seio ou “bulk” da amostra, afastado da interface.207 A partir deste é possível obter 

informações sobre estabilidade, tempo de circulação, interações proteicas, permeabilidade e 

biocompatibilidade das nanopartículas. A medida do potencial zeta é influenciado pela temperatura, 

viscosidade do solvente, pH, força iônica do meio e características da superfície da nanopartícula. A 

literatura trata habitualmente que formulações com medidas de potencial zeta entre 30 e 60 mV 

indicam nanopartículas com excelente estabilidade. Nanopartículas com potencial zeta superiores a 

+30 mV ou inferiores a -30 mV indicam formulações estáveis, monodispersas e sem agregados, 

enquanto valores de potencial zeta em torno de ± 20 mV indicam formulações com estabilidade de 

curto prazo e por fim, valores menores de 5 mV indicam formulações que tendem a se agregar 

rapidamente, já que possuem pouca repulsão eletrostática entre si. No entanto, não é possível avaliar 

a estabilidade das nanopartículas formadas apenas pelo valor de potencial zeta, já que esta depende 

de outras características da formulação, como diâmetro hidrodinâmico e PDI.208 

De acordo com a literatura lipossomas tradicionais formados por DPPC apresentam potencial 

zeta em torno de -11,00 ± 0,40 mV.169 Os valores encontrados para o lipossoma misto de DPPC-F127 
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estão de acordo com a literatura, apresentando potencial zeta positivo, o qual pode ser explicado pela 

presença dos grupos EO do copolímero na superfície lipossomal.169 A incorporação de CUR ao sistema 

levou a um pequeno aumento no potencial zeta. Campani et al. 209, em lipossomas formados por DPPC, 

observou valores de zeta mais negativos conforme o aumento de concentração de CUR no sistema 

indicando com o aumento da concentração as moléculas passam a se acomodar parcialmente na 

superfície do lipossoma, contribuindo para a carga superficial do sistema. Portanto, a pequena 

variação da carga superficial avaliada pode ser considerado um indicativo que a maior parte das 

moléculas de CUR presentes na concentração utilizada se encontram devidamente incorporadas na 

bicamada lipídica. Assim, os resultados indicam a eficiente incorporação passiva da CUR dada a sua 

favorável interação pela bicamada lipídica. Além disso, estudos experimentais210 e computacionais211 

já demonstraram a forte interação da CUR pelos Pluronic, principalmente envolvendo a região mais 

hidrofóbica PPO, intercalada à bicamada lipídica. A síntese in situ/incorporação de AgNPs ao sistema 

lipossomal mostra variações maiores quanto ao potencial zeta. Yusuf et al.212 obteve valores de 

potencial zeta de -30,8 mV em lipossomas formados por DPPC e colesterol. Como dito anteriormente, 

a maior alteração no potencial zeta pode ser um indício que as AgNPs se encontram na camada mais 

externa no lipossoma, onde se encontra o copolímero F127. Vale destacar que os Pluronic® são capazes 

de agir como agentes redutores e estabilizante das nanopartículas metálicas.213  

Por fim, a amostra “completa”, DPPC-F127-AgNPs-CUR apresentou potencial zeta compatível 

com o anterior. Dessa forma, os resultados obtidos indicam a incorporação da CUR na bicamada 

lipídica híbrida e a presença de AgNPs, possivelmente alocadas mais externamente na estrutura 

lipossomal, como será melhor discutido adiante. Como já demostrando na literatura, a presença das 

cadeias hidrofílicas PEO corroboram com a estabilidade, tornando-a superior aos lipossomas 

convencionais, viabilizando a sua utilização. 

5.1.2 Caracterização Espectroscópica- UV-Vis 

A caracterização espectroscópica da CUR e das AgNPs é essencial na avaliação da 

incorporação ao sistema lipossomal. Ademais, a análise permite avaliar a presença das espécies na 

forma monomérica, garantindo a atividade fotodinâmica. Para isso, as medidas de absorção eletrônica 

da CUR incorporada aos lipossomas de DPPC-F127 se encontram na Figura 16A. Adicionalmente, para 

fins de comparação, também foram registrados os espectros de absorção da CUR em água ultrapura e 

em DMSO. A CUR apresenta uma intensa absorção de luz na região do azul do espectro 

eletromagnético na faixa entre 350 e 500 nm, com um máximo de absorção em torno de 420-440 nm 

em diferentes solventes polares.88 Em DMSO este máximo apresenta um deslocamento batocrômico 

(red shift), possuindo um ombro em torno de 450 nm. A banda em 420 nm é característica da forma 
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enol da CUR. Em DMSO espera-se que a CUR se encontre em sua forma enólica, por conta da 

transferência intramolecular de um átomo de hidrogênio para um dos oxigênios da dicetona.89 Em 

meio aquoso, a CUR possui um pico em 430 nm e um ombro em 360 nm, sendo este característico da 

forma ceto da molécula.214 Os solventes polares próticos, como a água, podem interagir com o 

hidrogênio do enol, rompendo a ligação de hidrogênio intramolecular e resultando na conversão da 

forma enólica para ceto. Além disso, a baixa solubilidade da CUR em água pode levar à autoagregração, 

diminuindo sua intensidade de absorção, fato indesejado na TFD.214 As formas ceto e enol da CUR nos 

diferentes solventes avaliados pode ser mais bem visualizada nos espectros de absorção eletrônica 

normalizados (Figura 16B). 

Comparando com a CUR encapsulada em lipossomas, DPPC-F127-CUR, observa-se um 

máximo de absorção em 425 nm e um ombro em 450 nm, Figura 16A. A banda de absorção com 

máximo em 360 nm observada em água desaparece (Figura 16B), revelando que a interação entre o 

fosfolipídio-CUR e copolímero-CUR diminui as interações entre água-CUR, favorecendo a forma enólica 

da molécula.215 O aumento na absorbância da CUR incorporada ao lipossoma quando comparada à 

CUR em água provavelmente ocorre devido ao maior distanciamento entre as moléculas do FS e 

moléculas de água, já que a água atua como um agente supressor colisional do estado excitado.216 

Ainda, comparando o espectro da amostra DPPC-F127-CUR com o de CUR-DMSO é possível perceber 

sua semelhança, indicando a presença de espécie majoritariamente na forma enólica, sendo está a 

mais estável e indicada para a TFD (absorção mais intensa e deslocada para maiores comprimentos de 

onda). Esta semelhança também pode indicar a incorporação do FS ao sistema em sua forma 

monomérica, a qual é de extrema importância para a aplicação em TFD. A partir dos dados espectrais 

também foi possível estimar a absortividade molar aparente (εapp) da CUR incorporada, sendo igual a 

49.370,00 L mol-1 cm-1 em 425 nm.  Por fim, a maior resolução vibracional do espectro em ambiente 

lipossomal é um outro indicativo da incorporação eficiente da CUR. Assim, a interação do cromóforo 

com o solvente, especialmente os polares, tende a suprimir a sua resolução vibracional.217 

Figura 16. Espectros de absorção eletrônica da curcumina (1x10-6 mol L-1) em meio aquoso, DMSO e incorporada 
aos lipossomas. 
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Os espectros das demais dispersões lipossomais podem ser visualizados na Figura 17. A 

síntese in situ/incorporação de AgNPs aos lipossomas mostrou no espectro UV-Vis uma banda de 

absorção plasmônica com comprimento de onda máximo em 425 nm. Como citado anteriormente, 

após a iluminação, observou-se o surgimento de uma coloração amarelada na dispersão lipossomal. 

Essa coloração é atribuída à ressonância plasmônica de superfície das AgNPs.139 Em nanopartículas 

metálicas a banda de condução e a banda de valência se tornam muito próximas, permitindo que os 

elétrons transitem livremente entre elas. O campo elétrico de uma onda que chega induz a polarização 

dos elétrons em relação ao núcleo iônico das AgNPs, causando uma oscilação dipolar em fase com os 

elétrons (Figura 4). Quando a frequência do campo eletromagnético incidente se torna ressonante 

com o movimento coerente dos elétrons ocorre uma forme absorção, dando origem à cor 

observada.218 O comprimento da banda de absorção plasmônica pode ser utilizado para estimar o 

tamanho de uma partícula, por exemplo partículas esféricas e menores de 20 nm existem uma única 

banda plasmônica de superfície perto de 400 nm.218 Portanto, pode-se observar que a incorporação 

de AgNPs nos lipossomas leva a um pequeno deslocamento para comprimento de ondas maiores. 

Moors et al.219 observou comportamento semelhante para AgNPs encapsuladas em lipossomas 

formados por DPPC e colesterol, atribuindo este deslocamento à diminuição no número de elétrons 

livres disponíveis para ressonância e a alteração no tamanho das partículas esféricas de AgNPs devido 

a encapsulação. É importante ressaltar que a utilização do copolímero F127 na síntese e estabilização 

das AgNPs não mostra deslocamentos significativos na banda plasmônica.220, 221 

Por fim, para a formulação DPPC-F127-CUR-AgNPs verifica-se a sobreposição das bandas de 

CUR e AgNPs com aumento no valor da intensidade de absorbância, podendo-se visualizar ainda a 

permanência da banda característica de CUR na forma enólica conforme descrito anteriormente. Em 

resumo, a caracterização espectroscópica das amostras contendo CUR e AgNPs mostra a eficiente 

sobreposição espectral das bandas de absorção (λmax= 425 nm), assim como almejado para o 

aprimoramento das propriedades fotofísicas.  
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Figura 17. Espectros de absorção das dispersões lipossomais. [CUR]= 1x10-6 mol L-1 AgNPs 1x10-4 mol L-1 
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Avaliou-se também os espectros de emissão de fluorescência da CUR em meio às dispersões 

lipossomais, conforme representado na Figura 18. A amostra DPPC-F127-AgNPs não apresentou 

emissão de fluorescência, fato atrelado à sua tendência em sofrer desativação não radiativa. 

Figura 18. Espectros de emissão de fluorescência da curcumina em água e incorporada nas dispersões 
lipossomais. [CUR]= 1x10-6 mol L-1 AgNPs 1x10-4 mol L-1. 
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Para fins de comparação, o espectro de emissão da CUR em água também foi incluído. Nota-

se em meio aquoso a quase total supressão de fluorescência do FS. Segundo a literatura, a ínfima 

emissão de fluorescência da CUR em meio aquoso pode estar relacionada a três processos 

competitivos: (i) diminuição da absortividade molar; (ii) moléculas de água atuando como agente 

supressor da CUR no estado eletrônico excitado; e (iii) a formação de espécies autoagregadas não 

fluorescentes da mesma.217, 222 

Por outro lado, quando na presença das dispersões lipossomais, uma intensa emissão de 

fluorescência foi observada, semelhante àquela obtida em diferentes solventes orgânicos capazes de 

a solubilizar eficientemente.223 Dessa maneira, evidencia-se a incorporação da CUR na forma 

monomérica aos sistemas lipossomais. Ademais, nota-se que a emissão de fluorescência foi similar 

para as amostras lipossomais na ausência e na presença de AgNPs. Esse resultado indica que a 

presença das nanopartículas metálicas não prejudica a incorporação da CUR ao sistema.  

5.1.3 Estabilidade 

A aplicação de sistemas lipossomais enfrenta problemas devido à baixa estabilidade dos 

lipossomas convencionais. Pesquisas indicam que a estabilidade de lipossomas convencionais é 

inferior a um dia.224 Os lipossomas convencionais apresentam instabilidade termodinâmica, uma vez 

que a formação de vesículas unilamelares sempre requer uma fonte adicional de energia, como 

ultrassonicação, extrusão, entre outros.225 Com o decorrer do tempo, esses lipossomas tendem a se 

agregar, fundir e, eventualmente, precipitar. Em um modelo simplificado, cada vesícula na dispersão 

está associada a um excesso de energia devido à sua curvatura, sendo esse excesso de energia 

proporcional ao número de lipossomas presentes. Assim, a cada fusão das vesículas, essa energia é 

reduzida pela metade. Vale ressaltar que esta abordagem desconsidera a contribuição da entropia, a 

qual favoreceria um número maior de vesículas no meio. Apesar disso, é comum que a energia de 

curvatura esteja na ordem de ~50 kT por vesícula, enquanto as contribuições de entropia são 

geralmente da ordem de alguns poucos kT. 226 

No entanto, lipossomas híbridos poliméricos-lipídicos formados por DPPC-F127 apresentam 

estabilidade de mais de 60 dias em dispersão aquosa.8 Assim, a presença de um segundo componente 

na estrutura lipossomal leva a alterações na curvatura lipossomal, acarretando em um aumento 

significativo na estabilidade. Sendo assim, compreender a estabilidade das formulações lipossomais 

preparadas é crucial, uma vez que mesmo essas estruturas híbridas podem passar por processos como 

fusão, expansão de membrana ou até mesmo ruptura ao longo do tempo. 227 

A estabilidade do sistema foi acompanhada por DLS monitorando-se o diâmetro 

hidrodinâmico e o índice de polidispersividade, conforme representado na Figura 19.  
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Figura 19. Diâmetro médio e PDI dos sistemas lipossomais armazenas em solução a 5 oC. 

 

A estabilidade das amostras em dispersão aquosa foi avaliada por sete dias. Como pode ser 

observado na Figura 19, após o sétimo dia suspendeu-se a análise, pois foram observados precipitados 

de prata nas amostras. Durante os sete dias de análise, nota-se a manutenção do diâmetro 

hidrodinâmico e um discreto aumento no PDI. Como supracitado, lipossomas híbridos de DPPC-F127 

mantêm-se estáveis, mesmo na presença de fármaco FS pelo menos 60 dias.228 No entanto, no 

presente estudo verificou-se o efeito de agregação da AgNPs, possivelmente associado à fração de 

prata que não se incorporou na estrutura lipossomal. Sendo assim, nesse caso avaliou-se não somente 

a estrutura lipossomal, mas também a fração de AgNPs não incorporada (ver item 5.2 – TEM). A 

agregação de partículas em escala coloidal é usualmente explicada à luz da Teoria DLVO (Deryagin, 

Landau, Verwey e Overbeek), que procura explicar a estabilidade de dispersões coloidais.229 A teoria 

se baseia no fato do potencial de interação entre duas nanopartículas ser governado pelo equilíbrio 

entre as forças atrativas de van der Waals e as forças eletrostáticas repulsivas atuantes entre as duplas 

camadas elétricas. A existência de uma barreira de energia, resultante da força repulsiva, impede a 

agregação de duas partículas durante sua aproximação. Partículas que apresentam uma repulsão 

suficientemente elevada têm a capacidade de evitar a floculação, garantindo assim a estabilidade do 

sistema coloidal. Nesse contexto, em consonância com os dados de potencial zeta (Tabela 2) pode-se 

inferir sobre a estabilidade das nanopartículas. Assim, os valores de potencial apresentados referem-
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se não somente aos lipossomas, mas trazem efeitos das AgNPs não incorporadas, justificando os dados 

de estabilidade observados.  

Apesar disso, a estabilidade, mesmo nas amostras contendo prata, demostrou-se superior à 

reportada para os lipossomas convencionais de DPPC obtidos por dispersão sólida e uniformizados por 

extrusão em membrana de policarbonato.228 Além disso, amostras desse tipo são geralmente 

armazenadas no estado sólido, mediante a liofilização na presença de algum agente crioprotetor.  

A liofilização é de fato uma alternativa promissora para a obtenção de formulações no estado 

sólido capazes de preservar as propriedades dos medicamentos por prolongados intervalos, 

especialmente para medicamentos contendo fármacos fotoativos. Nesse cenário, estudos anteriores 

envolvendo os lipossomas híbridos de DPPC-F127 mostraram a eficiente manutenção da formulação 

por pelos menos 12 meses após o congelamento em nitrogênio líquido na presença de trealose.230, 231 

Os autores reportaram ainda que o próprio copolímero F127 corrobora na manutenção da estrutura 

lipossomal durante o rápido congelamento. No presente estudo, algumas tentativas foram realizadas 

no intuito de avaliar a liofilização das amostras obtidas. No entanto, devido a problemas técnicos 

operacionais, não obtivemos êxito. 

Para além da estabilidade estrutural avaliada por DLS, a estabilidade dos possíveis fármacos 

também foi investigada, nesse caso por absorção eletrônica, Figura 20. 

Figura 20. Espectros UV-Vis para estabilidade das amostras. 

 

Em geral, os espectros de absorção UV-Vis se mostram pouco alterados durante o período 

de análise, indicando a estabilidade do encapsulamento e a estabilidade da CUR em seu estado 

monomérico. É possível verificar para as amostras DPPC-F127-AgNPs e DPPC-F127-AgNPs-CUR um 

aumento de absorbância na região de 600 nm, o qual pode ser atribuído ao aumento de AgNPs não 

encapsuladas e a precipitação de prata no sistema.140 Nota-se também um aumento no espalhamento 

na região abaixo de 400 nm, mais uma vez, indicando a presença de partículas maiores no meio. 
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5.2 MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE TRANSMISSÃO (MET) 

A avaliação da morfologia das vesículas lipossomais foi realizada a partir da microscopia 

eletrônica de transmissão (MET). De acordo com a Figura 21 a formulação DPPC-F127 mostrou 

vesículas esféricas de baixa polidispersidade, conforme os dados de espalhamento de luz. A formação 

de lipossomas híbridos de DPPC-F127 pode ser visualizada a partir de duas regiões distintas nas 

imagens: uma região interna densa e escura, que corresponde a bicamada lipídica. A presença de uma 

segunda região em volta da primeira, mais clara e brilhante, corresponde a presença do polímero F127 

revestindo-a (blocos PEO), que de acordo com a metodologia empregada tem seu bloco PPO 

intercalado aos fosfolipídios na bicamada.169  

Figura 21. Microscopia eletrônica de transmissão de vesículas de DPPC-F127 

 

A incorporação de CUR ao sistema, DPPC-F127-CUR (Figura 22B), pode ser visualizada a partir 

de um escurecimento na região da bicamada lipídica, indicando sua incorporação na região hidrofóbica 

do lipossoma. 
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Figura 22. Microscopia eletrônica de transmissão para as diferentes formulações lipossomais (A) DPPC-F127 (B) 
DPPC-F127-CUR (C) DPPC-F127-AgNPS (D) DPPC-F127-AgNPS-CUR 

 

 

A Figura 22C mostra informações importantes sobre a incorporação de AgNPs ao sistema. 

Como pode-se visualizar na imagem de microscopia, as AgNPs não estão totalmente incorporadas ao 

lipossoma. No entanto, na Figura 22D é possível visualizar a predominância de AgNPs em torno da 

região onde o copolímero F127 se localiza, indicando que as cadeias do copolímero atuam na 

estabilização das AgNPs formadas. Nesse cenário, algumas alternativas experimentais foram 

conduzidas com o intuito de obter um melhor desempenho na incorporação das AgNPs aos lipossomas. 

Para isso, optou-se por avaliar o efeito da adição prévia tanto do precursor da prata (AgNO3) como o 

agente redutor (Na3C6H5O7), durante a formação do filme fino. Contudo, a baixa solubilidade dos sais 

nos solventes utilizados (clorofórmio e metanol), levou a prejuízos na obtenção do filme fino e, 

portanto, dos lipossomas. Diante disso, optou-se por manter a adição passiva dos sais (aos lipossomas 

previamente formados). Foi nesse momento, inclusive, que as amostras obtidas foram consideradas 

viáveis para a aplicação direcionada ao melanoma, visto que, as AgNPs livres (não incorporadas aos 

lipossomas) não teriam impacto negativo como em uma aplicação endovenosa.  

A análise de tamanhos das AgNPs foi realizada a partir da Figura 23, estando demonstrada 

na Figura 23B. O diâmetro médio encontrado para as AgNPs foi de 33,14 ± 7,1 nm, o qual está de 

acordo com a coloração obtida para sua síntese.218 
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Figura 23. Imagens de microscopia de transmissão da amostra DPPC-F127-AgNPs; (B) Distribuição de tamanhos 
obtida por meio das imagens de microscopia. 

 

 

A partir do diâmetro médio das AgNPs foi possível estimar a concentração dos AgNPs 

sintetizados pelo método descrito por Mariam et al.232 Para tanto, assumiu-se que as AgNPs obtidas 

apresentavam forma esférica, assim o número de átomos de prata por nanopartícula (N) foi calculado 

considerando que a razão de volume do átomo de prata para AgNPs é 74,1% na estrutura cúbica. O 

raio do átomo de prata é 0,144 nm, e, portanto, seu volume igual a 0,0125 nm3. Dessa maneira, para 

a AgNPs com diâmetro de “d” nm (estimado por TEM), seu volume será dado por (r/6) d3 nm3. Assim, 

o número de átomos de prata em cada AgNPs seria igual a  
74.1

100
𝑥

𝜋

6
𝑑3𝑥

1

0,0125
,  que de forma 

simplificada pode ser representado por 31d3. 

A concentração molar (C) de prata foi determinada dividindo o número total de átomos de 

prata (Ntotal) equivalente à quantidade inicial de sal de prata adicionado, pelo número médio de átomos 

de prata por nanopartícula (N) de acordo com a Equação 16, onde V é o volume (L) e NA é número de 

Avogadro. Supõe-se que a redução de Ag+ foi completa.  

C =  
Ntotal

N V NA
 (16) 

Como resultado obteve-se que cada AgNPs seria formada por aproximadamente 1x106 

átomos de prata e a concentração de AgNPs no meio igual a 1x10-10 mol L-1. 

5.3 DETERMINAÇÃO DA CONSTANTE DE LIGAÇÃO (KB) DA CURCUMINA COM OS LIPOSSOMAS 

Os parâmetros de ligação relacionados à interação entre CUR e os lipossomas foram 

analisados através do experimento de constante de ligação (Kb) nas temperaturas de 20, 25 e 37 oC. 

As leituras foram analisadas através da titulação de uma solução de CUR em água [CUR]= 1,0x10-6 mol 
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L-1 com uma dispersão lipossomal de lipossomas híbridos DPPC-F127 e lipossomas híbridos contendo 

nanopartículas de prata DPPC-F127-AgNPs. 

A CUR em água exibe baixa intensidade de fluorescência com pico máximo em torno de 550 

nm, conforme apresentado e discutido na Figura 18. Já foi demonstrado que o coeficiente de partição 

(Kp) da curcumina varia de 2,3 a 3,2 e, à temperatura ambiente e pH neutro, ela é essencialmente 

insolúvel em água.233 A partir da titulação com dispersão lipossomal é possível visualizar um aumento 

gradativo na intensidade de emissão da CUR. Em geral, à medida que a concentração de DPPC-F127 

aumenta, a sua interação com o FS induz um efeito de desagregação, justificando o aumento em sua 

intensidade de emissão. Além disso, nota-se que o aumento na emissão é acompanhado por um 

deslocamento de seu comprimento de onda máximo para regiões de menores comprimentos de onda, 

configurando um deslocamento hipsocrômico (“blue shift”), conforme pode-se visualizar na Figura 

24A. Diante disso, pode-se afirmar que os estados eletrônicos da CUR, principalmente o estado 

excitado, foram desestabilizados no novo meio, já que a transição ocorre agora em uma faixa de maior 

energia. Este comportamento com o aumento da concentração de dispersão lipossomal sugere que a 

CUR na presença de lipossomas se desloca para um ambiente apolar, provavelmente se ligando a 

regiões hidrofóbicas do lipossoma.234, 235  

O mesmo comportamento é observado quando ocorre a adição de lipossomas contendo 

AgNPs, no entanto o aumento na intensidade de emissão é menor do que quando são adicionados 

apenas lipossomas de DPPC-F127. A interação de moléculas fluorescentes com nanopartículas 

metálicas pode levar a um aumento ou extinção da fluorescência, dependendo da distância que existe 

entre a molécula e a superfície metálica, Figura 25A.236 Estudos mostram que a interação de AgNPs 

com CUR leva a uma diminuição da fluorescência, que ocorre através de dois mecanismos.  

Esta extinção pode ocorrer de maneira estática, através do mecanismo de extinção de 

fluorescência devido à formação de complexos. Em geral, durante a extinção da fluorescência, um 

fluoróforo pode formar um complexo estável com outra molécula extintora e, nesse caso, quando o 

estado fundamental é não fluorescente, o fluoróforo é extinto estaticamente.233 Este processo 

também pode ocorrer de maneira dinâmica, através da supressão colisional. Neste caso ocorre a 

desativação da fluorescência do estado excitado por colisão do fluoróforo com o agente supressor 

durante o tempo de vida do estado excitado. Após o contato entre ambos, o fluoróforo regressa ao 

estado fundamental sem qualquer alteração química das moléculas envolvidas.233 Malaeb et al.237 

reportaram que a interação entre AgNPs e CUR ocorre a partir de uma combinação entre estes dois 

mecanismos. 

Para melhor avaliar os dados, a intensidade de emissão da CUR em seu comprimento de onda 

máximo foi plotada em função da concentração de DPPC no meio (Figura 24B e Figura 25B).  
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Figura 24. A) Espectros de emissão de fluorescência para a titulação com dispersão lipossomal DPPC-F127 de 
[CUR]=1,0x10-6 mol L-1 em água. B) Intensidade de emissão no comprimento de onda de ʎmax=495 nm nas 
temperaturas de 20, 25 e 37oC.  

 

Figura 25. A) Espectros de emissão de fluorescência para a titulação com dispersão lipossomal DPPC-F127-AgNPs 
de [CUR]=1,0x10-6 mol L-1 em água. B) Intensidade de emissão no comprimento de onda de ʎmax=495 nm nas 
temperaturas de 20, 25 e 37oC. 

 

 

Nas Figura 24B e Figura 25B é possível visualizar que a saturação foi atingida mais 

rapidamente na temperatura de 37oC, enquanto nas temperaturas 20 e 25oC não aparenta ter sido 

completamente atingida. Esse comportamento indica que com o aumento da temperatura a 

incorporação da CUR à bicamada lipídica parece ser mais favorável. Vale destacar que ao aumentar a 

temperatura, as cadeias fosfolipídicas tonam-se mais fluidas até que a transição de fase, Tm, seja 

atingida. Para a obtenção da constante de ligação entre os lipossomas e a CUR os dados no 

comprimento de onda máximo de ʎmax=495 nm foram tratados através de duas equações a fim de 

comparação.  



56 
 

Inicialmente os dados foram ajustados em relação a Equação 17, equação tradicional para a 

determinação dos parâmetros de ligação em relação às mudanças de fluorescência.238  

𝐹 =  
𝐹0 +  𝐹𝑐𝑜𝑚𝑝𝑙𝑒𝑥 𝐾𝑏  [𝐿]

1 + 𝐾𝑏 [𝐿]
 (17) 

Na qual F0 é a florescência da CUR sem a presença de lipossomas, F a fluorescência a partir 

da adição de lipossomas, Fcomplex é o valor de saturação, Kb a constante de ligação e [L] a concentração 

de lipossomas no meio. 

Além disso, foram analisados os valores de constante de ligação através da equação 

modificada para a aplicação em lipossomas, Equação 18: 

𝐹 =  𝐹0 + 
𝐹𝑓 − 𝐹0

(
1

𝐾𝑏 ([𝑆] − 𝐶𝐿]𝑁 + 1)
 

(18) 

Na qual F é a intensidade de fluorescência, Ff é a fluorescência do FS ligado às vesículas de 

DPPC, F0 é a fluorescência do corante na ausência de vesículas DPPC, [S] é a concentração de 

fosfolipídio (DPPC), N é o número máximo de moléculas do FS por vesícula de DPPC, o qual foi mantido 

fixo em 1, e CL é a concentração de DPPC livre (não agregado). O valor de CL utilizado aqui foi 0,46x10-

9 mol L-1 para todos os ajustes, conforme descrito por Avanti® Polar Lipids, Inc. 

Os valores obtidos para a Equação 17 e 18 encontram-se na Tabela 3. Para os lipossomas de 

DPPC-F127 os valores obtidos a partir da Equação 17 e 18 mostram-se iguais, no entanto para os 

lipossomas DPPC-F127-AgNPs os valores obtidos para cada equação são diferentes. 

Os valores de R2 mostram que os lipossomas de DPPC-F127 se ajustam melhor às equações 

aplicadas do que os lipossomas contendo AgNPs, podendo indicar algum tipo específico de interação 

entre CUR e AgNPs no sistema, influenciando em sua ligação/incorporação ao sistema. De modo geral 

os valores de Kb aumentam na presença de AgNPs, apontando para uma interação favorável entre as 

AgNPs e a CUR a qual influencia sua ligação com os lipossomas. De fato, estudos já mostraram a 

interação entre CUR e AgNPs, sendo a CUR utilizada tanto na síntese quanto estabilização de AgNPs.239 

Assim, este resultado é particularmente interessante para a aplicação em TFD, pois a presença de 

AgNPs favorece a ligação do FS com a bicamada lipídica do lipossoma, possivelmente aumentando a 

quantidade de CUR incorporada ao sistema. No que se refere à presença do copolímero na obtenção 

de lipossomas híbridos, comparando com a literatura, Bhattarai et al.238 investigou a interação entre 

CUR e lipossomas convencionais formados por DPPC e colesterol, obtendo a 25 oC uma constante de 

ligação de 0,63x10-4 L mol-1. No presente estudo, os valores obtidos de Kb para lipossomas contendo 

F127 é significativamente superior do que em lipossomas convencionais, este valor é esperado pois a 
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interação da CUR com as vesículas é intensificada na presença do polímero, resultando em maiores 

valores de Kb.240  

Tabela 3. Constantes de ligação da CUR (Kb) com os lipossomas híbridos de DPPC-F127 e lipossomas híbridos 
contendo nanopartículas de prata DPPC-F127-AgNPs e coeficientes de correlação (R2) para as temperaturas de 
20, 25 e 37oC. 

  Equação 17  Equação 18 

Formulação T (oC) 
Kb 

(mol L-1) 
N R2  Kb 

(mol L-1) 
N R2 

 20 729,6 ± 122,0 - 0,993  729,6 ± 122,0 1 0,993 

DPPC-F127 25 796,5 ± 182,6 - 0,985  796,5 ± 182,6 1 0,985 

 37 5782,5 ± 646,6 - 0,980  5703,1 ± 1377,8 1 0,980 

         

 20 1524,6 ± 297,2 - 0,981  1814,9 ± 296,2 1 0,983 

DPPC-F127-AgNPs 25 1914,8 ± 351,8 - 0,979  2354,3 ± 409,9 1 0,976 

 37 6857,5 ± 954,5 - 0,970  7985,3 ± 1234,0 1 0,962 

 

A fim de entender a interação entre CUR e os lipossomas, a constante de ligação avaliada em 

diferentes temperaturas permite a obtenção dos parâmetros termodinâmicos para entender a força 

responsável pela interação entre a CUR e os lipossomas. A energia livre de Gibbs foi estimada nas 

diferentes temperaturas a partir da Equação 19: 

𝛥𝐺𝑂 =  −𝑅𝑇 ln 𝐾𝑏 (19) 

A fim de determinar a variação na entalpia padrão (ΔHo) e na entropia padrão (ΔSo), aplicou-

se a equação de van’t Hoff238 partir da Equação 20, estando dispostos no Anexo C: 

ln 𝐾𝑏 =  
−𝛥𝐻𝑜

𝑅
 
1

𝑇
+  

𝛥𝑆𝑜

𝑅
 (20) 

 Os dados obtidos a partir das Equações 19 e 20 estão descritos na Tabela 4.  
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Tabela 4. Constantes de ligação (Kb) e parâmetros termodinâmicos associados para a interação da CUR com 
lipossomas de DPPC-F127 e DPPC-F127-AgNPs. 

  Equação 17 Equação 18 

Formulação 
T 

(oC) 
Kb 

(L mol-1) 
-ΔGo 

(J mol-1) 
-ΔHo 

(J mol-1) 

ΔSo 
(J mol-

1) 

Kb 
(L mol-1) 

-ΔGo 
(J mol-1) 

-ΔHo 
(J mol-1) 

ΔSo 
(J mol-

1) 

 20 
729,6 ± 
122,0 

16.067,6   
729,6 ± 
122,0 

16.067,6   

DPPC-F127 25 
796,5 ± 
182,6 

16.559,1 98.022,1 387,2 
796,5 ± 
182,6 

16.559,1 97.365,2 384,9 

 37 
5782,5 ± 

646,6 
22.337,2   

5703,1 ± 
1377,8 

22.301,6   

          

 20 
1524,6 ± 

297,2 
17.863,8   

1814,9 ± 
296,2 

18.288,6   

DPPC-F127-AgNPs 25 
1914,8 ± 

351,8 
18.733,3 69.401,9 296,8 

2354,3 ± 
409,9 

19.245,5 67.993,5 293,6 

 37 
6857,5 ± 

954,5 
22.776,9   

7985,3 ± 
1234,0 

23.169,5   

 

Em todas as temperaturas os valores para a variação da energia livre de Gibbs padrão ΔGo 

foram negativas, mostrando a espontaneidade do processo de ligação da CUR ao sistema lipossomal. 

Os valores para os sistemas DPPC-F127 e DPPC-F127-AgNPs foram parecidos, se mostrando um pouco 

mais negativo para o sistema contendo AgNPs, principalmente a 20 e 25°C em que as maiores 

diferenças em Kb foram observadas. Os valores obtidos para ΔHo mostram que o processo de interação 

entre CUR e os lipossomas acontece de maneira exotérmica. Os valores obtidos em módulo para ΔHo 

foram maiores que os obtidos para ΔGo, o qual concorda com a transferência da CUR do meio aquoso 

para a bicamada lipídica do lipossoma, indicando uma associação estável entre a CUR e o sistema 

lipossomal. Este valor negativo de ΔHo apoia a existência de ligações de hidrogênio entre a CUR e o 

lipossoma. Visualiza-se também que a presença de AgNPs no sistema torna o processo menos 

exotérmico. Além disso, os valores obtidos para ΔSo foram positivos, indicando novamente a 

espontaneidade da ligação CUR-lipossoma. Assim, os valores obtidos de ΔH < 0, ΔS > 0, e |ΔH| >|-TΔS| 

indicam que a interação entre CUR e lipossoma é espontânea e é dirigida tanto por mudanças 

entálpicas como entrópicas. Estudos sugerem que este tipo de comportamento é consistente com a 

formação de ligações de hidrogênio sendo a maior força para as interações formadas.238, 241 

5.4 ESTUDOS DE SUPRESSÃO DE FLUORESCÊNCIA: AJUSTES DE STERN-VOLMER (KSV) 

A constante de Stern-Volmer (KSV) permite estimar a localização do FS no sistema lipossomal, 

assim foram realizados experimentos de supressão de fluorescência utilizando o íon iodeto (I-) como 

sonda, tornando possível analisar a proximidade do FS com o meio aquoso. O íon iodeto atua como 

um agente supressor aquo-solúvel e através da Equação de Stern-Volmer (Equação 10) é possível 

analisar o processo de supressão de fluorescência.  
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Inicialmente, analisou a supressão de lipossomas formados por DPPC-F127-CUR a partir de 

adições sucessivas de alíquotas de KI (1 mol L-1) em três temperaturas distintas: 20, 25 e 37oC. Em todas 

as temperaturas analisadas pode-se observar uma supressão de fluorescência a partir da adição de KI, 

conforme demonstrado na Figura 26A. Os espectros de emissão obtidos foram ajustados à Equação de 

Stern-Volmer, conforme Figura 26B, assim como as equações no Anexo D. 

Figura 26. A) Espectros de emissão de fluorescência da amostra DPPC-F127-CUR com adições de alíquotas de 
solução de KI (1,0 mol L-1) a 20 oC; B) Plots de Stern-Volmer para as temperaturas de 20, 25 e 37oC. 

 

De acordo com a teoria de Stern-Volmer é esperado que o plot F0/F apresente um 

comportamento linear dependente da concentração do supressor, no entanto isso não ocorre em 

diversos casos. Em algumas situações, a existência simultânea dos mecanismos de supressão estático 

e dinâmico levam a perfis não lineares.242 Uma outra possibilidade é a existência de mais de uma 

população de fluoróforo, as quais apresentam acessibilidades diferentes ao supressor, o plot F0/F 

apresentará um comportamento não linear. Este comportamento é comum para sistemas lipossomais, 

indicando que o FS se localiza em diferentes locais da bicamada lipídica.243, 244  

Os resultados obtidos para a constante de supressão KSV estão apresentados na Tabela 5. Os 

valores de KSV indicam que a CUR está mais sensível à supressão causada pelo íon iodeto a 20oC. Nessa 

temperatura, apenas um valor de KSV foi determinado, indicando que as moléculas de CUR alocam-se 

majoritariamente na mesma região da estrutura lipossomal. Além disso, dada a possibilidade de 

supressão, é possível inferir que a parte cromofórica da molécula do FS está situada em uma região 

externa da bicamada lipídica, possivelmente nas proximidades da cabeça polar do fosfolipídio. De fato, 

estudos anteriores demostraram a interação da CUR por vesículas de DMPC (1,2-dimiristoil-sn-glicero-

3-fosfocolina - 14:0 PC), cuja cabeça polar é a mesmo do DPPC (16:0 PC), diferindo apenas pelo 

tamanho da cadeia carbônica.245 No estudo realizado por intermédio do RMN de estado sólido, 

comprovou-se que a curcumina tem um forte efeito na estrutura da membrana em baixas 

concentrações (≤ 0,5 mol%), tal como no presente estudo. A CUR se insere na membrana em uma 
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orientação transbicamada, ancorada por ligação de hidrogênio ao grupo fosfato dos lipídios de 

maneira análoga ao colesterol. Como o colesterol, a CUR induz ordenação segmentar na membrana, 

Figura 27. Em concentrações mais elevadas (≥ 1 mol%), a CUR oligomeriza na membrana, reduzindo a 

sua espessura e capacidade molecular. 

Figura 27. Representação da bicamada lipídica na ausência e na presença da curcumina (em baixas 
concentrações molares). 

 

Fonte: Adaptado a partir de Barry et al.245 

Com o aumento da temperatura, observa-se que esta supressão diminui gradativamente. 

Tanto a 25 oC como a 37 °C foram obtidos dois valores de KSV, conforme demonstrado na Tabela 5, em 

que o KSV1 se refere à fração das moléculas que permaneceram alocadas nas proximidades da cabeça 

polar. Por outro lado, KSV2 refere-se à parcela das moléculas que melhor de internalizaram na bicamada 

lipídica, estando menos expostas ao supressor. Principalmente a 37 oC, o fosfolipídeo DPPC se encontra 

mais próximo de sua temperatura de transição (Tm=41 oC), permitindo que as moléculas de CUR se 

internalizem melhor na bicamada lipídica. Assim, os resultados obtidos indicam o afastamento do 

grupo cromofórico em relação à cabeça polar, particionando-se para a região de maior 

hidrofobicidade. Ressalta-se que os dados de KSV estão de acordo com os dados de constante de ligação 

previamente apresentados. Uma observação interessante refere-se aos valores de KSV2, que a 25 oC ou 

a 37 °C são iguais dentro do erro, indicando que a população mais internamente alocada da CUR se 

encontra na mesma região da bicamada em ambas as condições de temperatura. 

Tabela 5. Constante de Stern-Volmer para a amostra DPPC-F127-CUR após supressão de fluorescência com o íon 
iodeto. 

Temperatura (oC) KSV1 KSV2 

20 15,29 ± 0,30 - 

25 13,56 ± 0,38 2,45 ± 0,50 

37 11,55 ± 0,98 2,62 ± 0,58 
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Os valores de KSV em diferentes temperaturas também permitem a análise dos mecanismos 

de interação entre o FS e o agente supressor. Os mecanismos de supressão dinâmica apresentam um 

aumento com a temperatura, devido a um aumento de colisões entre o fluoróforo e o agente 

supressor. Já a supressão estática diminui com o aumento da temperatura devido à redução da 

estabilidade dos complexos no estado fundamental entre o supressor e o fluoróforo. Como pode-se 

observar na Tabela 5 com o aumento da temperatura o valor de KSV1 se torna menor, indicando que a 

supressão de fluorescência ocorre através de um mecanismo estático.246 

Para a titulação do sistema contendo AgNPs, DPPC-F127-AgNPs-CUR, observou-se um 

comportamento diferente para a titulação com KI 1 mol L-1, conforme pode-se visualizar na Figura 28A. 

Inicialmente ocorre um aumento na fluorescência do sistema e, a partir de certa concentração do 

supressor, inicia-se de fato a supressão de fluorescência. As AgNPs são agentes supressores de 

fluorescência conhecidos247 e podem realizar interações com o íon iodeto I-. Estudos mostraram que a 

interação entre AgNPs e I-, formando nanopartículas de prata e iodeto, onde o iodeto forma uma 

camada na superfície das AgNPs.248 Além disso, a formação de AgI é termodinamicamente favorável, 

permitindo que os íons iodeto reajam com os átomos de prata e se dissociem da nano estrutura.249 Por 

fim, ainda existe a possibilidade que nem todos os íons Ag+ tenham se reduzido a Ag0 durante a síntese, 

novamente formando AgI, o qual é insolúvel no meio. Este comportamento vai de encontro aos dados 

de TEM previamente apresentados, mostrando as AgNPs não incorporadas aos lipossomas atuam 

inicialmente como supressores. Em tese, a interação inicial dos íons iodeto com as AgNPs ou mesmo 

com a Ag+ livre, explicaria o aumento na intensidade de emissão inicial da CUR incorporada, seja pela 

interação I-/AgNPs ou pela formação de AgI. Por conta disso, os plots de Stern-Volmer foram 

considerados apenas a partir do início do decaimento de fluorescência, considerando a fluorescência 

máxima como F0, disposto na Figura 28B.  

Figura 28. A) Fluorescência da amostra DPPC-F127-AgNPs-CUR em 475 nm para as adições de alíquotas de 
solução de KI (1,0 mol L-1); B) Plots de Stern-Volmer para as temperaturas de 20, 25 e 37 oC. 
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Os cálculos para KSV foram realizados conforme Anexo E e estão dispostos na Tabela 6. Os 

valores obtidos para KSV em todas as temperaturas foram menores que os obtidos para o sistema DPPC-

F127-CUR, indicando que a presença de AgNPs no sistema impede a entrada do supressor na bicamada 

lipídica, estando de acordo com as imagens obtidas por TEM, onde as AgNPs se localizam em volta da 

bicamada lipídica devido a presença do copolímero F127. Baydoun et al.250 obteve um resultado 

contrário analisando a interação entre CUR e AgNPs em lipossomas de DMPC, onde a presença de 

AgNPs causou uma maior abertura na bicamada lipídica, indicando maior contato entre a CUR e água. 

No entanto, a 25 oC a constante de KSV mostrou comportamento diferente daquele observado nas 

temperaturas 20 e 37 oC, não permitindo que se analise o mecanismo de supressão. Vale destacar que 

os experimentos foram repetidos e o mesmo perfil foi verificado.  

Tabela 6. Constante de Stern-Volmer para a amostra DPPC-F127-AgNPs-CUR após supressão de fluorescência 
com o íon iodeto 

Temperatura (oC) KSV1 KSV2 

20 1,34 ± 0,06 1,74 ± 0,14 
25 6,52 ± 0,34 6,17 ± 0,21 
37 1,09 ± 0,08 0,71 ± 0,05 

 

Em situações nas quais não se pode determinar o mecanismo de supressão pela variação de 

temperatura, tem-se como alternativa a determinação do tempo de vida de fluorescência (τF) do 

fluoróforo. Assim, mecanismos de supressão estático não afetam o valor de τF. Por outro lado, um 

mecanismo de supressão dinâmico seria representado pela diminuição de τF.242 Diante disso, foram 

realizados ensaios almejando a determinação de τF para a CUR utilizando-se o equipamento disponível 

no LACFI. Infelizmente, dado o curto tempo de vida de fluorescência da CUR (< 1 ns, conforme 

determinado por Priyadarsini251), e longo tempo de decaimento da fonte de iluminação, não se obteve 

êxito na medida. 

Em resumo, os resultados confirmam a presença da CUR internalizada nos lipossomas. Além 

disso, a presença das AgNPs parece favorecer a internalização da CUR nas vesículas lipossomais.  

5.5 ANÁLISE DA TEMPERATURA DE TRANSIÇÃO DE FASE DOS SISTEMAS 

A temperatura de transição de fase dos sistemas foi analisada a partir da calorimetria 

diferencial de varredura (DSC). As amostras utilizadas foram previamente liofilizadas, sem a utilização 

de crioprotetor. Como descrito na revisão da literatura, lipossomas podem apresentar-se em duas 

fases termodinâmicas distintas: estado gel, o qual corresponde à fase sólida e o estado cristal-líquido, 

que corresponde à fase fluida, sendo que a transição entre estas duas fases é descrita pela 

temperatura de transição de fase (Tm). A literatura traz que lipossomas constituídos por DPPC puro 
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apresentam uma pré-transição de fase (Tp) em torno de 36,5 oC, enquanto a transição principal ocorre 

em 42,3 oC, conforme demonstrado na Figura 29.252 

Figura 29. Calorimetria diferencial de varredura - DSC para os lipossomas de DPPC convencional obtido a partir 
da referência252 

 

A Figura 30 compara os termogramas de DSC para as formulações preparadas e liofilizadas. 

Para os lipossomas de DPPC puro, é possível verificar a ocorrência de um evento endotérmico entre 

64,0-75,0 oC. Essa Tm corresponde a uma porcentagem de 5% de água, sendo equivalente ao DPPC-

dihidratado, o qual apresenta um único evento em torno de 72 oC. Os lipossomas de DPPC puros foram 

preparados a partir da metodologia de dispersão sólida, a mesma utilizada para a preparação de 

lipossomas híbridos, sendo estes congelados rapidamente em nitrogênio líquido e liofilizados. A 

presença deste evento e a ausência do evento associado à transição de fase indica a desestruturação 

da bicamada lipídica durante a liofilização. Para o termograma relativo ao copolímero F127 puro, 

Figura 30, ocorre a presença de um único evento entre 46,0-58,0 oC, compactuando com a temperatura 

de fusão (Tm) de 51 oC que a literatura nos fornece. 253 

Para os lipossomas híbridos de DPPC-F127 verifica-se a presença de dois eventos (Tabela 7), 

um que ocorre inicialmente entre 42,0-56,0 oC e um segundo evento em 68,0-76,0 oC. O pico entre 

42,0-56,0 oC se mostra alargado, indicando a combinação da Tm de transição de fase do lipossoma com 

a Tm de fusão do polímero F127. Apesar da desestabilização e não homogeneidade do sistema é 

possível verificar a interação entre DPPC e F127 neste evento. Além disso, um outro aspecto que pode 

ser destacado é a manutenção da bicamada lipídica, evidenciado pela presença da Tm, mesmo após o 

congelamento e liofilização na ausência de agente crioprotetor. Isso se deve à presença do copolímero 

F127, que além de atuar como um estabilizador dos lipossomas em dispersão aquosa, também 

corrobora na manutenção da estrutura lipossomal quando exposta a condições extremas, capazes de 

desestabilizar os lipossomas convencionais. De acordo com Chen et al.254 para concentrações 

pequenas de F127 a incorporação na bicamada lipídica acontece como espaçadores, fazendo com que 

a energia de Van der Waals entre as cadeias hidrocarbônicas do lipídio diminua. Como resultado, a 

cadeira hidrocarbônica pode ser perturbada mais facilmente pela energia térmica e a fase cristal 
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líquido pode ser atingida com menor temperatura e menor delta H. Conforme disposto na Tabela 7 

para os lipossomas de DPPC puro este evento possui ΔH= 69,3 J g-1, enquanto para os lipossomas 

mistos de DPPC-F127 o ΔH encontrado foi de 31,7 J g-1, indicando a interação favorável entre o 

fosfolipídio e o copolímero na bicamada. 

Figura 30. Calorimetria diferencial de varredura - DSC para as formulações preparadas neste trabalho. 

 

 

Conforme a Figura 31 a Tm da CUR acontece em 175 °C, acima da temperatura analisada. A 

incorporação de CUR nos lipossomas híbridos causa um alargamento dos eventos. O primeiro evento 

ocorre entre 32,0-55,0 °C, tendo um ΔH= 46,5 J g-1 e o segundo evento 61,0-74,0 °C, com ΔH= 39,0 J g-

1. Novamente o ΔH encontrado para ambos os eventos foi menor, indicando a interação entre os 

compostos. 
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Figura 31. Termograma da CUR pura. 

 

Fonte: Adaptado de Sayyar et al.255 

Para a formulação contendo AgNPs, Figura 30, não houve mudança significativa quando 

comparada a formulação de DPPC-F127, apresentando um evento alargado entre 37,0-55,0 oC, com 

ΔH de 20,2 J g-1 e um segundo evento entre 63,5-74,0 oC com ΔH de 35,9 J g-1. Bothun apresentou 

valores semelhantes para lipossomas de DPPC-AgNPs, a temperatura de transição principal, Tm, não 

apresentou mudanças significativas. No entanto, a temperatura de pré-transição se deslocou para 

menores temperaturas com o aumento da concentração de AgNPs. Isto pode justificar o alargamento 

do primeiro evento, já que a temperatura de pré-transição não pode ser observada separadamente.256 

Por fim para a formulação de lipossomas híbridos contendo AgNPs e CUR é possível verificar 

um desdobramento no primeiro evento que ocorre entre 45,0-56,0 oC, com máximos em 51,0 e 53,0 

oC, indicando maior heterogeneidade do sistema já que agora tem-se as interações entre quatro 

componentes no sistema. Assim, a separação pode estar associada aos diferentes domínios 

encontrados na estrutura lipossomal. O segundo evento entre 60,5-76,0 oC também se comporta 

muito similarmente ao DPPC puro, possuindo ΔH de 69,5 J g-1. 

Tabela 7. Análises térmicas para as diferentes formulações liofilizadas. 

Formulação 1º evento (oC) ΔH (J g-1) 2º evento (oC) ΔH (J g-1) 

DPPC 61,0-75,0 69,3 - - 
F127 47,0-56,5 105,8 - - 

DPPC-F127 42,0-56,0 19,5 68,0-76,0 31,7 
DPC-F127-CUR 32,0-55,0 46,5 61,0-74,0 39,0 

DPPC-F127-AgNPs 37,0-55,0 20,2 63,5-74,0 35,9 
DPPC-F127-AgNPs-CUR 45,0-56,0 23,8 60,5-76,0 69,5 
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Em suma, os resultados obtidos apontam para a manutenção da estrutura lipossomal hibrida 

mediante a liofilização. Além disso, indicam a interação existente entre os constituintes da formulação 

e o papel preponderante do copolímero F127 na estabilização da estrutura lipossomal não somente 

em dispersão aquosa, mas também no estado sólido liofilizado. 

5.6 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE FOURIER- FTIR 

Os resultados reportados no item anterior apontam para a interação existente entre as 

espécies presentes na formulação. Nesse sentido, a espectroscopia FTIR foi utilizada para analisar os 

efeitos da incorporação de F127, AgNPs e CUR em lipossomas de DPPC. 

Conforme pode-se visualizar na Figura 32 o fosfolipídio de DPPC puro possui duas bandas 

características em 2914 e 2847 cm-1, as quais correspondem respectivamente as vibrações 

antissimétricas e simétricas dos grupos CH2. A banda em 1729 cm-1 é característica do estiramento do 

grupo C=O e a banda dupla do alongamento antissimétrico de PO2
- em 1225–1240 cm−1.257 

Para o espectro do copolímero F127 podem ser observadas bandas em 1321 e 1364 cm-1, 

que correspondem às vibrações oscilantes dos grupos CH2, enquanto as vibrações de torção deste 

mesmo grupo ocorrem em 1239 e 1278 cm-1. As vibrações de alongamento C-O-C fornecem três 

bandas principais em 1059, 1096 e 1140 cm-1, sendo que por fim as bandas em 941 e 960 cm-1 são 

atribuídas as vibrações de balanço de CH2. Esses valores estão de acordo com estudos já realizados na 

literatura.258 

No espectro para a formulação DPPC-F127 não há nenhum deslocamento significativo no 

número de onda para as bandas características de DPPC, este resultado indica que não há nenhuma 

mudança estrutural significativa para a incorporação de F127 na bicamada lipídica, não afetando sua 

estrutura. É necessário ressaltar, no entanto, que as análises de DSC indicaram uma desestabilização 

das vesículas formadas durante a liofilização, podendo ser a causa de não se verificar interação entre 

DPPC e F127 nas análises de FTIR. Pode-se perceber uma menor intensidade de transmitância, devido 

a concentração utilizada para a preparação de lipossomas. 
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Figura 32. Espectros de FTIR para DPPC, F127 e para a formulação DPPC-F127. 

 

Para o espectro FTIR da CUR, Figura 33, a banda em 3504 cm-1 corresponde à vibração de 

estiramento do O-H ligado ao hidrogênio presente na curcumina. A frequência C-C do anel aromático 

conjugado é obtida em 1627 cm-1. As bandas em 1456 e 1427 cm-1 correspondem às vibrações de 

estiramento aromático do anel benzênico. A banda característica intensa em 1505 cm−1 corresponde 

à vibração de estiramento da carbonila conjugada (C=O). A banda centrada em 1598 cm-1 origina-se da 

vibração de estiramento do carbono de ligação dupla, enquanto as bandas centradas em 1276 cm-1 e 

centradas em 1154 cm-1 originam-se das vibrações de estiramento das ligações Csp2-O e Csp3-O, 

respectivamente.259 

No entanto, a incorporação de CUR e AgNPs aos lipossomas de DPPC-F127 não mostra 

nenhuma alteração significativa nos espectros, sendo que todos permanecem semelhantes ao de DPPC 

puro. Demetzos et al.260 ao estudar a entrega concomitante de doxorrubicina e cisplatina através de 

nanopartículas termossensíveis à base de lipossomas de DPPC-PEG também não observaram nenhuma 

mudança ou aparecimento de novos sinais nos espectros FTIR, indicando ausência de interações entre 

fosfolipídios e fármacos. 
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Figura 33. Espectros FTIR para CUR e para as formulações DPPC-127; DPPC-127-CUR; DPPC-127-AgNPs e DPPC-
127-AgNPsCUR. 

 

Tendo em vista os resultados obtidos, é valido salientar que as concentrações de F127, CUR 

e AgNPs são muito pequenas quando comparadas à concentração de DPPC, fato esse que pode estar 

dificultando as observações de possíveis interações pela técnica em questão. 

5.7 EFICIÊNCIA DE ENCAPSULAMENTO 

A investigação acerca da capacidade de incorporação de fármacos em sistemas de 

carreamento é de grande importância no avanço de novas formulações. A eficácia terapêutica da 

formulação está diretamente ligada à quantidade do fármaco que será direcionada ao tecido-alvo. 

Nesse sentido, diversas estratégias são utilizadas a fim de aprimorar a eficiência de encapsulamento 

de fármacos em sistemas lipossomais, entre elas pode-se citar a evaporação em fase reversa, a 

utilização de ciclos de congelamento e descongelamento e a desidratação/reidratação de vesículas 

vazias pré-formadas. 261 

Devido às características da síntese de AgNPs, a CUR foi incorporada ao sistema lipossomal 

através da incorporação passiva, uma metodologia simples que apresentou ótimos resultados para 

este sistema. As amostras liofilizadas e solubilizadas em acetonitrila foram analisadas por 

fluorescência, sendo que sua absorção no comprimento de onda máximo de ʎ510nm foi analisada 

conforme a curva de calibração disponível no Anexo F.  

As formulações de DPPC-F127-CUR e DPPC-F127-AgNPs apresentaram eficiência de 

encapsulamento superior a 99% em relação à CUR, conforme Tabela 8, concordando com os dados de 

constante de ligação que indicam alta interação entre o sistema lipossomal e o FS. Destaca-se aqui que 
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os ensaios de eficiência de encapsulamento foram conduzidos a uma concentração de 1x10-4 mol L-1 

de CUR e de AgNPs. Esse cuidado foi tomado a fim de garantir que os potenciais fármacos estariam 

devidamente incorporados nas amostras enviadas para os ensaios in vitro (Item 5.9). 

Tabela 8. Eficiência de encapsulamento da CUR no sistema lipossomal. 

Amostra 
Eficiência de encapsulamento 

CUR (% ± DP) 

DPPC-F127-CUR 99,40 ± 0,70 

DPPC-F127-AgNPs-CUR 99,90 ± 0,01 

 

A eficiência de encapsulamento das AgNPs no sistema está sendo analisada por 

espectroscopia de absorção atômica de forno de grafite por um laboratório parceiro. 

5.8 PROPRIEDADES FOTOFÍSICAS 

5.8.1 Cinética de degradação do ABDA: Rendimento Quântico de oxigênio singleto e Rendimento 

quântico de fluorescência 

O desenvolvimento de novas formulações para a aplicação em TFD necessitam por fim da 

quantificação de 1O2 gerado pelo sistema. Esta quantificação pode ser realizada diretamente a partir 

da avaliação da cinética de decaimento fosforescente no infravermelho próximo, o que requer 

equipamento especializado e de difícil acesso.125 

Uma opção alternativa para esta análise consiste na detecção do oxigênio singleto (1O2) por 

meio da abordagem indireta, utilizando sondas de detecção. Essas sondas são reagentes que, ao 

reagirem com o oxigênio singleto, passam por modificações em suas características espectroscópicas. 

Na literatura, algumas sondas são frequentemente empregadas, tais como o ácido úrico, o ABDA, o 

1,3-Difenil-isobenzofurano (DPBF) e vários derivados do antraceno.262 Cada sonda possui propriedades 

distintas em relação à detecção de 1O2, exigindo uma análise prévia para sua seleção adequada. O 

DPBF, apesar de insolúvel em água, exibe alta sensibilidade ao 1O2; no entanto, ele também reage com 

outras espécies reativas de oxigênio que podem estar presentes no meio. O ácido úrico, por sua vez, 

não demonstra sensibilidade à espécie reativa de oxigênio e pode levar à desativação do estado 

tripleto de alguns FS. Por fim, o ABDA, embora apresente sensibilidade em torno de apenas 2%, é 

seletivo em relação ao 1O2 e é solúvel em água, sua reação com 1O2 já foi demonstrada na Esquema 

3.125, 262 

As cinéticas para a interação entre ABDA e as formulações, assim como para o padrão CUR-

ACN, foram acompanhas através de UV-Vis, conforme demonstrado na Figura 34. Como pode-se 

visualizar, na presença de luz (LED azul) ocorre diminuição da intensidade de absorbância para a CUR 

(ʎ= 418 nm em ACN e ʎ= 425 nm para as formulações DPPC-F127-CUR e DPPC-F127-AgNPs-CUR), assim 
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como para as bandas correspondentes ao ABDA, as quais ocorrem nos comprimentos de onda de 340, 

355, 378 e 399 nm. A diminuição na intensidade de absorção da CUR está associada ao seu processo 

de fotobranqueamento, geralmente minimizado quando os FS são devidamente incorporados em 

sistemas de drug delivery. No caso do ABDA, a diminuição da intensidade de absorbância para os 

comprimentos de onda máximo correspondentes, indicam sua interação com o 1O2 e a formação de 

seu endoperóxido. 

Figura 34. Cinéticas na presença de luz para a análise da sonda ABDA com A) CUR-ACN B) DPPC-F127-CUR e C) 
DPPC-F127-AgNPs-CUR.  

 

A eficácia da aplicação das formulações na TFD depende diretamente da geração de 1O2 e, 

portanto, os rendimentos foram determinados e estão apresentados na Tabela 9. Também seguem 

listadas as constantes de velocidade kFB e kABDA, além do Número de fótons absorvidos (NAbs) e Eficiência 

Fotodinâmica Química (γΔ). 

Tabela 9. Parâmetros cinéticos e fotofísicos obtidos por meio da reação entre o 1O2 e o ABDA. [CUR] = 1,0 x 10-6 
mol L-1; pH 7,4 e 25,0 °C. 

Amostra 
KABDA 

(10-3 min-1) 

KFB 

(10-2 min-1) 

PAbs 

(W) 

NAbs 

(einstein) 
γΔ φΔ

1O2 

CUR-ACN 4,3 6,0 0,105 74,3 5,78 0,11* 

DPPC-F127-CUR 0,4 3,0 0,050 10,1 39,60 0,75 

DPPC-F127-AgNPs-CUR 1,2 1,9 0,045 11,3 106,2 2,02 

* valor obtido a partir da referência Chignell et al. 204 
λmax (KABDA)= 355 nm 
λmax (KFB)= 418 ou 425 nm 

Como esperado, a CUR em ACN apresenta o menor rendimento quântico de oxigênio singleto 

dos sistemas analisados. Isto acontece pois em solventes orgânicos e com iluminação CUR sofre 

fotodegradação rapidamente, gerando produtos que são menos eficazes para a produção de 1O2.204 

Utilizando como padrão a CUR em ACN os valores de φΔ1O2 para CUR nos sistemas 

lipossomais apresentam incrementos significativos. O maior rendimento de φΔ1O2 neste caso está 

relacionado a incorporação do FS no interior da bicamada lipídica e por consequência, sua proteção. A 
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proteção da CUR no interior da bicamada lipídica é também evidenciada pela diminuição nos valores 

de KFB em relação à ACN. Além disso, verifica-se que a presença das AgNPs torna o valor de KFB ainda 

menor, estando de acordo com os dados de KSV que apontam para a incorporação da CUR mais 

internamente quando na presença das nanopartículas metálicas. 

Ainda, a combinação AgNPs-CUR mostra um considerável incremento quando comparado ao 

sistema lipossomal contendo apenas CUR. Este fato é associado ao almejado efeito ME1O2, metal-

enhanced singlet oxygen effect, neste caso tornando o φΔ1O2 superior a 1, dada a transferência de 

elétrons. Conforme já discutido na revisão da literatura este efeito é observado quando a energia da 

excitação da ressonância plasmônica da nanopartícula metálica é semelhante à diferença entre a 

energia dos orbitais HOMO-LUMO do FS. Assim, o acoplamento ressonante se tona mais eficiente, 

favorecendo a migração de elétrons “quentes” das AgNPs para as moléculas de CUR.263 A eficiente 

sobreposição dos espectros de absorção da CUR e das AgNPs é um fator limitante na observação do 

efeito MEO.  Esse efeito já foi relatado na literatura em um estudo envolvendo a incorporação de CUR 

e AgNPs em complexos polieletrolíticos de quitosana e sulfato de condroitina.264 Contudo, no estudo 

em questão, o φΔ1O2 observado foi de 0,14, estando discretamente superior ao observado em ACN. 

No presente estudo, por outro lado, o aumento foi expressivamente elevado, estando relacionado à 

eficiente formulação das espécies, monomerização, interação e sobreposição espectral. 

O rendimento quântico de fluorescência das amostras também foi determinado a partir da 

Equação 12 e os valores estão apresentados na Tabela 10. 

Tabela 10. Rendimento quântico de fluorescência (ɸF) para a CUR encapsulada em lipossomas revestidos 
constituídos por DPPC e F127. [CUR]= 1,0x10-6 mol L-1. 

Amostra ɸF 

CUR-Clorofórmio 0,154* 

DPPC-F127-CUR 0,034 

DPPC-F127-AgNPs-CUR 0,018 

*Valor obtido a partir da referência 201 

É bem conhecido que a formação de oxigênio singleto compete com a emissão de 

fluorescência, portanto moléculas altamente fluorescentes não seriam eficientes para TFD. O baixo 

valor do rendimento quântico de fluorescência no lipossoma de DPPC-F127-CUR indica que a maioria 

dos estados excitados da CUR, mesmo no lipossoma, não decai por processo radiativo. 265 Além disso, 

a combinação AgNPs-CUR mostra menor rendimento quântico de fluorescência, devido as interações 

as quais já foram discutidas anteriormente (Tópicos 5.3 e 5.4). Por fim, os valores obtidos para o 

rendimento quântico de fluorescência foram correspondentes aos obtidos para o rendimento quântico 

de oxigênio singleto, onde o sistema com o menor valor de ɸF apresentou o melhor valor de φΔ1O2. 
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5.9 ANÁLISE DA VIABILIDADE CELULAR DAS FORMULAÇÕES CONTRA CÉLULAS CANCERÍGENAS 

DO TIPO MELANOMA B16-F10 

As células utilizadas para a análise de viabilidade celular foram células de melanoma do tipo 

B16-F10, a viabilidade celular foi avaliada através do ensaio de sulforrodamina B (SRB) e através de 

análises de microscopia óptica.  Os resultados de viabilidade celular estão dispostos na Figura 35 e 

Figura 36. 

Figura 35. Viabilidade celular das diferentes formulações lipossomais contra as células cancerígenas do tipo 
melanoma B16-F10. 

 

A primeira observação necessária sobre a viabilidade celular é que nos experimentos 

realizados na ausência de iluminação “no escuro”, Figura 35A, nenhuma das formulações testadas 

apresentou efeitos citotóxicos significativos para as células cancerígenas B16-F10 (viabilidade celular> 

70%). Além disso, dentro do erro experimental, todas as amostras tiveram resultados similares. Vale 

destacar que a literatura já traz estudos para o uso de CUR lipossomal em células B16-F10. Karewicz et 

al.267 utilizando lipossomas contendo CUR estabilizados por derivados de quitosana obteve resultados 

de citotoxicidade aumentada em relação à linhagem celular de câncer B16F10, enquanto nenhum 

efeito negativo significativo foi observado nas células NIH3T3 normais.  

Nos experimentos envolvendo a iluminação, Figura 35B, a formulação “branca” contendo 

apenas as vesículas de DPPC/F127 não apresentou efeito citotóxico para a linhagem celular avaliada. 

A amostra de DPPC/F127/AgNPs mostrou citotoxidade compatível à observada no escuro.  No entanto, 

para as amostras contendo CUR quando ocorre a iluminação do sistema a viabilidade celular diminui 

drasticamente. 

A citotoxicidade nas células B16-F10 para a concentração de 50 µmol L-1 com irradiação 

durante 30 minutos chegou a ~70% para DPPC-F127-CUR e ~88% para DPPC-F127-CUR-AgNPs, no 

entanto para DPPC-F127-AgNPs foi de aproximadamente ~25%. A CUR livre também foi avaliada, 
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mostrando uma citotoxicidade de aproximadamente ~70% na concentração 50 µmol L-1. No entanto é 

necessário ressaltar a presença de DMSO no sistema tem relação com efeitos citotóxicos dependentes 

da porcentagem do solvente, rápida eliminação da circulação, baixa permeabilidade, além de não 

garantir a entrega seletiva tal como o sistema lipossomal, sendo, portanto, inviável. A partir destes 

dados foram calculados os valores de concentração inibitória média (IC50) para as formulações DPPC-

F127-CUR, DPPC-F127-CUR-AgNPs e para o padrão CUR-DMSO (Tabela 11). Para o restante das 

formulações e para o controle na ausência de luz não foi possível realizar o cálculo pois não se atingiu 

a inibição de 50%. 

Tabela 11. Ação fotodinâmica com os valores de concentração citotóxica de 50% das células obtidas a partir do 
ajuste de dados não linear. 

Formulação IC50 (µmol L-1) 

DPPC-F127-CUR 24,71 
DPPC-F127- AgNPs- CUR 18,14 

CUR-DMSO 10,94 

 

Conforme o esperado, a formulação que apresenta a combinação de CUR e AgNPs possui 

maior inibição, necessitando de menor concentração para atingir a inibição de 50% das células 

cancerígenas. Esse resultado está de acordo com a hipótese do trabalho, possibilitando a utilização da 

CUR em menores doses e potencializando os seus efeitos fotodinâmicos pela combinação com as 

AgNPs. 

As imagens obtidas por microscopia óptica, Figura 36 mostram visualmente os dados obtidos, 

onde a viabilidade celular diminui de maneira drástica para as formulações DPPC-F127- AgNPs- CUR e 

DPPC-F127-CUR após a incidência de luz. 
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Figura 36. Imagens de microscopia para as diferentes formulações na presença e ausência de luz. 

 

A maioria das pesquisas atuais sobre a atividade anticancerígena da CUR combinada com TFD 

concentrou-se em experimentos in vitro e em modelos animais, sendo que o mecanismo de morte 

celular pode ser explicado devido a uma combinação de fatores.268 Os efeitos da CUR nas mitocôndrias 

estão ligados a geração de EROs, levando ao estresse oxidativos. A CUR combinada com TFD poderia 

aumentar o acúmulo de espécies reativas de oxigênio nas células cancerígenas e induzir a apoptose 

celular. Este resultado foi confirmado em uma variedade de células cancerígenas, como células HN de 

carcinoma espinocelular oral humano269 e células de melanoma maligno humano A357.270 

Além disso a combinação de CUR e TFD pode afetar o ciclo celular, de forma a induzir a 

apoptose celular, bloqueando o ciclo celular e regulando o nível de expressão da ciclina.271 A apoptose, 

um processo de morte celular programada, é essencialmente influenciada pela CUR em conjunto com 

TFD. A ativação de caspases, como caspase-3, caspase-8 e caspase-9, é observada, resultando na 

indução da apoptose celular endógena e exógena.272 Em células de câncer renal, a CUR combinada 

com TFD inibe a via de sinalização AKT-mTOR, reduzindo Bcl-2 e aumentando Bax, promovendo assim 

a apoptose. Esses efeitos foram corroborados em células de melanoma humano A375.273 Em resumo, 

a CUR em conjunto com TFD regula diversas vias de apoptose, proporcionando um potencial impacto 

anticâncer. 

5.10 PERMEAÇÃO EX VIVO DE CURCUMINA E NANOPARTÍCULAS DE PRATA 

O tratamento tópico de melanoma possui diversas vantagens em relação a outras vias de 

administração de fármacos, sendo minimamente invasivo, facilita a aplicação, possui perfis 
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farmacocinéticos uniformes e apresenta melhor biodisponibilidade, evitando o metabolismo pré-

sistêmico.274 Ainda, a epiderme pode reter fármacos administrados topicamente, limitando a 

disseminação do mesmo. Esta propriedade pode reduzir efeitos colaterais em tecidos saudáveis e 

ainda beneficiar o tratamento do melanoma, uma vez que a epiderme é o principal sítio das lesões.2 

Os experimentos de permeação ex vivo tiveram como objetivo quantificar a permeação da 

CUR e AgNPs em pele abdominal humana a partir das formulações preparadas. A CUR apresenta baixa 

absorção na pele e baixa solubilidade em meio aquoso, sendo necessário o uso de solubilizadores 

farmacêuticos (Propileno glicol-PG e Etanol-EtOH) a fim de manter a condição sink do sistema. Foram 

realizados dois experimentos em duplicatas, os quais apresentaram valores de quantificação 

estatisticamente diferentes e por isso, optou-se em discuti-los separadamente. Esta diferença pode 

ocorrer devido a diversos fatores, como as amostras de pele possuírem características de permeação 

diferente aos fármacos ou diferença no preparo das amostras. Para eliminar esse entrave, um terceiro 

experimento será realizado de acordo com a disponibilidade de nossos parceiros. 

Os valores de intensidade de fluorescência obtidos para o Experimento 1 foram quantificados 

a partir da curva de calibração de CUR em ACN, disponível no Anexo G. Os valores obtidos para o 

Experimento 2 estão dispostos no Anexo H e apesar de apresentarem valores menores para a 

quantificação de CUR apresentam a mesma tendencia do Experimento 1. 

De acordo com a Figura 37 a incorporação de CUR nos sistemas lipossomais de DPPC-F127 e 

DPPC-F127-AgNPs mostrou aumento na retenção de CUR pela derme e epiderme quando comparados 

ao padrão CUR em PG. Pode-se verificar que a maior quantidade de CUR fica retida na epiderme, tendo 

menor concentração na derme.  A solução retirada da câmera receptora, após ser devidamente tratada 

com acetonitrila, não apresentou fluorescência, indicando que a CUR não atravessou a pele. 

O aumento da retenção de CUR na pele através da incorporação em sistemas lipídicos vem 

sendo estudada. As vesículas, quando aplicadas na pele, fundem-se com as membranas celulares 

lipídicas das células do estrato córneo (camada mais exterior da epiderme) devido à sua semelhança 

estrutural com os lipídios da pele. Além disso, a carga superficial dos lipossomas possui um papel 

importante na interação com a membrana celular, a qual é negativamente carregada.275 Fadel et al. 276 

a partir de estudos de permeação in vivo mostrou que nanopartículas lipídicas peguiladas aumentam 

a permeação e retenção de CUR na pele e ainda, analisou que a aplicação de luz não afetou a deposição 

de CUR nas camadas de pele. Etossomas (transportadores lipídicos compostos por etanol, fosfolipídios 

e água) revestidos por ácido hialurônico foram investigados para a encapsulação de CUR por Zhang et 

al.277 Os lipossomas revestidos apresentaram retenção de CUR quatro vezes maior na pele quando 

comparado a CUR em PG. 

Para a derme a quantificação da CUR obteve valores de 234,66 ± 34,70 ng g-1 para CUR em 

PG. Quando encapsulada em lipossomas de DPPC-F127 o valor foi de 2.526,45 ± 960,64 ng g-1, 
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indicando que a interação do sistema lipossomal com a pele facilita a permeação através da epiderme. 

Por fim a análise para o sistema formado por DPPC-F127-AgNPs forneceu valores de 5.318,15 ± 

2.863,58 ng g-1, indicando que a interação entre CUR-AgNPs facilita a permeação da CUR através da 

epiderme. Para a quantificação na epiderme a CUR em PG obteve-se uma média de 1.177,38 ± 1,99 ng 

g-1, sendo que este valor aumenta com a incorporação de CUR no sistema lipossomal DPPC-F127 para 

31.554,81 ± 1.294,45 ng g-1, mostrando um aumento significativo de retenção da CUR devido as 

interações do fosfolipídio com a epiderme. Por fim, para o sistema formado por DPPC-F127-AgNPs-

CUR obteve-se um valor próximo 33.141,85 ± 5.973,11 ng g-1, indicando que a presença de AgNPs não 

altera significativamente a interação entre o lipossoma e a epiderme. 

Figura 37. Quantidade de CUR em permeada por grama de pele (ng g-1) através da pele humana na epiderme e 
derme. Os valores são representados como média ± DP (n = 2).  
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6 CONCLUSÃO 

No presente trabalho foram utilizados lipossomas híbridos polimérico-lipídicos para 

encapsular CUR e AgNPs. O sistema lipossomal formado a partir da combinação de DPPC e do 

copolímero F127 foi preparado com sucesso a partir da metodologia de dispersão sólida seguida de 

sonicação. A síntese de AgNPs foi realizada de maneira rápida e eficaz, a partir da metodologia de 

redução do sal de prata pelo citrato de sódio e fotoindução UV em condição ambiente de temperatura. 

No entanto não se mostraram completamente incorporadas aos lipossomas através de análises 

realizadas por TEM. 

A eficiência de encapsulação para CUR ficou em torno de 99%, sendo ainda necessário a 

análise em relação as AgNPs. As análises espectroscópicas sugeriram a internalização da CUR no 

sistema lipossomal em sua forma monomérica, ideal para aplicação em TFD. Nos ensaios de DSC foi 

possível verificar as transições dos lipossomas DPPC-F127 e que a incorporação de CUR e AgNPs não 

altera significativamente sua temperatura de transição. Os estudos fotofísicos mostraram um alto 

rendimento quântico de oxigênio singleto para o sistema DPPC-F127-AgNPs-CUR, conforme o 

proposto através do efeito metal-enhanced singlet oxygen generation. Sendo este efeito também 

observado através de análises de viabilidade celular em células de melanoma B16-F10, onde a 

formulação DPPC-F127-CUR mostrou diminuição de viabilidade celular, a qual foi aumentada a partir 

da incorporação de AgNPs no sistema DPPC-F127-CUR. Nas análises de permeação a incorporação de 

CUR ao sistema lipossomal mostrou aumento de retenção tanto na derme quanto epiderme, sendo 

que a concentração na derme é ainda superior na presença de AgNPs.  

Por fim, os dados apresentados respaldam a hipótese de que a incorporação da CUR em um 

sistema lipossomal polimérico-lipídico, combinada com doses de luz visível na presença de AgNPs, 

exibe um potencial terapêutico aprimorado. Esses resultados ressaltam a importância da Terapia 

Fotodinâmica e sua relevante eficácia na abordagem do tratamento do melanoma maligno. 
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ANEXOS 

Anexo A. Espectro de emissão- Fonte de luz teste biológico. 
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 Anexo B. Sobreposição espectro de emissão fonte de luz branca e formulações A) DPPC-F17-CUR B)DPPC-F127-AgNPs-CUR 
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Anexo C. Aplicação da Equação de van’t Hoff. 
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Anexo D. Equação de Stern-Volmer aplicada à DPPC-F127-CUR. 

 

Anexo E. Equação de Stern-Volmer aplicada à DPPC-F127-AgNPs-CUR. 
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Anexo F. Curva de calibração de curcumina em acetonitrila no comprimento de onda de 510 nm. 
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Equation y = a + b*x

Weight -1,84298 ± 10,71354

Intercept 2,43607E7 ± 122546

Slope 0,99498

Pearson's r 0,98998

Adj. R-Square 0,98747

 

 

Anexo G. Curva de Calibração de CUR em ACN em 510 nm. 
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Anexo H. Quantificação de CUR para o Exp. 2 de permeação 
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