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Resumo 

 

O glioma é considerado o tipo mais comum de tumor originário do sistema nervoso 

central. Atualmente, o tratamento do glioblastoma depende da localização, do tipo celular em 

questão e do grau de malignidade. A abordagem terapêutica geralmente consiste em uma 

combinação de diferentes procedimentos, como cirurgia, radioterapia e quimioterapia, que 

apresentam baixo prognóstico. Assim, as propostas deste estudo visam desenvolver e explorar 

a nanobiotecnologia com aplicações práticas e clínicas da terapia fotodinâmica, com o uso de 

fármacos como canabinóides (CBD) e fotossensibilizadores (FS): indocianina verde (ICG) e 

protoporfirina IX (PpIX ), como forma de contornar limitações comuns no prognóstico, 

tratamento e recuperação de doenças neurológicas. O primeiro foco deste estudo foi 

desenvolver uma nanoemulsão com todos os componentes descritos acima, juntamente com os 

estudos de quantificação e avaliações de estabilidade. O uso da nanobiotecnologia tem sido 

pouco explorado nas ciências neurológicas como forma de liberação de fármacos no sistema 

nervoso central; Os materiais nanobiológicos possuem grande versatilidade em proporcionar 

liberação contínua e programada de fármacos por meio do encapsulamento de fármacos, além 

de mantê-los em concentrações adequadas, quando necessário no sistema nervoso central. Essa 

administração direta evita efeitos sistêmicos indesejáveis, evita a dificuldade de penetração na 

barreira hematoencefálica e a perda da atividade biológica do fármaco devido ao metabolismo 

de primeira passagem pelo sistema hepático. 

 

Palavras-chave: Nanoemulsões lipídicas, Terapia Fotodinâmica, Glio.  
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Borges, Hiago Salge. Development and characterization of multi-charged 

nanoemulsion: Protoporphyrin IX, Indocyanine Green, and CBD for treatment of 

glioblastoma by Photodynamic Therapy. 2023. Dissertation (Master in Chemistry) – 

University of São Paulo. 

 

Abstract 

 

Glioma is considered the most common type of tumor originating in the central nervous 

system. Currently, the treatment for glioblastoma depends on the location, the cell type in 

question, and the degree of malignancy. The therapeutic approach consists of a combination of 

different procedures, such as surgery, radiotherapy, and chemotherapy, which have a low 

prognosis. With this, the proposals of this study aim to develop and explore nanobiotechnology 

with practical and clinical applications of photodynamic therapy, with the use of nanocarriers 

such as cannabinoids (CBD) and photosensitizers (PS): indocyanine green (ICG) and 

protoporphyrin IX (PpIX ), to circumvent common limitations in the prognosis, treatment, and 

recovery of neurological diseases. The first focus of this work was to develop a nanoemulsion 

with all the components described above, together with the quantification studies and stability 

evaluations. The use of nanobiotechnology has been little explored in the neurological sciences 

as a way of delivering drugs to the central nervous system; Nanobiological materials have great 

versatility in providing continuous and programmed release of drugs through drug 

encapsulation, in addition to maintaining them in adequate concentrations, when necessary, 

within the central nervous system. This direct administration avoids undesirable systemic 

effects, prevents difficulty penetrating the Blood-brain barrier and the loss of biological activity 

of the drug due to first-pass metabolism through the hepatic system. 

 

Keywords: Lipid nanoemulsions, Photodynamic Therapy, Glioma.  
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1. Introdução: 

1.1. O cenário do Câncer 

O câncer é um grande grupo de doenças que podem começar em quase qualquer órgão ou 

tecido do corpo, quando células anormais crescem descontroladamente, ultrapassam seus 

limites usuais para invadir partes adjacentes do corpo e se espalhar para outros órgãos 

(FERLAY J, 2012). O último processo é chamado de metástase e é uma das principais causas 

de morte por câncer. Neoplasia e tumor maligno são outros nomes comuns para câncer. 

Segundo a Organização Mundial de Saúde o câncer é a segunda principal causa de morte 

no mundo, responsável por cerca de 10 milhões de mortes, uma em cada seis mortes, em 2020 

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2022). Os cânceres de pulmão, pele, próstata, 

colorretal, estômago e fígado são os tipos mais comuns de câncer em homens, enquanto mama, 

câncer colorretal, pulmão, colo do útero e tireoide são os mais comuns entre as mulheres 

(FERLAY et al., 2021). 

O tecido e o tipo de célula do local de origem da multiplicação é o que distingue os 

diferentes tipos de câncer, aproximadamente 85 % dos cânceres acometem células epiteliais e 

são classificados como carcinomas. Aqueles originados de células da mesoderme são chamados 

de sarcomas, e cânceres de tecidos glandulares são chamados adenocarcinomas (PECORINO 

L., 2012). Os cânceres originados de células sanguíneas e nervosas são denominados 

respectivamente hematopoiéticos e neuroectodermais (estes responsáveis pelos que seriam os 

gliomas). Os tumores cuja origem não pode ser identificada em função de suas células terem se 

desdiferenciado (perderam todas as características tecido-específicas), são ditos anaplásicos 

(JIANG et al., 2021; WEINBERG, 2008). 

A distinção entre os tumores leva em consideração o crescimento celular e a capacidade 

de disseminação para outras regiões. Onde os benignos não disseminam metástases, embora 

alguns apresentem maior risco de vida devido a sua localização e por liberarem altos níveis de 

hormônios que geram desequilíbrios fisiológicos no organismo (LAMBERT; 

PATTABIRAMAN; WEINBERG, 2017; WEINBERG, 2008). Por outro lado, os tumores 

malignos não permanecem isolados, com a particularidade de invasão e metástase. Mais 

especificamente, são as metástases disseminadas por estes tumores que são responsáveis por 

cerca de 90 % dos óbitos causados por câncer (PECORINO, 2021). 
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As doenças cerebrais são consideradas um grande desafio à saúde, uma vez que a 

administração de fármacos no cérebro apresenta certos obstáculos como à barreira 

hematoencefálica (BBB, do inglês Blood-brain barrier) (BLAKELEY, 2008; SILBERBERG 

et al., 2015). Essa barreira foi descoberta, e identificada a posteriori, em 1960 pelo cientista 

alemão Paul Ehrlich e um de seus alunos, Edwin Goldman, pela adição de um corante 

diretamente na corrente sanguínea de ratos, observando-se um tempo de biodistribuição no qual 

existia uma menor afinidade do corante no cérebro, contrário ao que foi observado quando o 

mesmo foi adicionado diretamente sobre o órgão do mesmo animal (DYRNA et al., 2013). 

Esses estudos comprovaram a existência de uma barreira biológica celular diferenciada de todas 

as outras. Tem se observado um número crescente de doenças do sistema nervoso central (SNC) 

nas últimas décadas. Dentre os tumores cerebrais, 80 % (segundo dados do INCA no ano de 

2020) (ARTHUR ORLANDO CORRÊA SCHILITHZ, 2019; VALADARES et al., 2021), são 

do tipo glioblastomas. 

1.1.1. Glioblastoma 

Os glioblastomas (GBM) são tumores malignos (cancerosos) de grau 4, onde uma grande 

parte das células tumorais está se reproduzindo e se dividindo a qualquer momento (BLEEKER; 

MOLENAAR; LEENSTRA, 2012). O tumor é composto predominantemente por células 

astrocitárias anormais, mas também contém uma mistura de diferentes tipos de células 

(incluindo vasos sanguíneos) e áreas de células mortas (necrose). Eles são nutridos por um 

suprimento sanguíneo anormal dos vasos tumorais, por onde também os glioblastomas são 

infiltráveis e invadem regiões próximas do cérebro. É valido destacar que é extremamente raro 

que os glioblastomas se espalhem para fora do cérebro (JIGISHA P THAKKAR; PIER PAOLO 

PERUZZI; VIKRAM C PRABHU, 2020; MANMEET AHLUWALIA, 2022). 

Na Figura 1 podemos entender como funciona a classificação em graus que o GBM 

apresenta no seu desenvolvimento. 

 

 

 

 



3 

 

Hiago Salge Borges 

Figura 1 - Classificação e diagnóstico histológico dos gliomas. 

 

Fonte 1: Adaptado de (PERRY et al., 2016). 

Os GBMs são bastante complexos por terem a possibilidade de surgir de novo (recidiva), 

o que significa que começam como um tumor de grau 4 sem evidência de um precursor de grau 

inferior (PERRY; WESSELING, 2016). Dessa forma, eles tendem a ser mais agressivos e são 

mais comuns em pacientes com 60 anos de idade ou mais, embora pacientes mais jovens 

também possam ser afetados. Alternativamente, os glioblastomas secundários podem progredir 

de tumores astrócitos de grau inferior (grau 2 ou 3) e evoluir para tumores de grau 4 ao longo 

do tempo. Em geral, esses tumores tendem a ter um crescimento inicial mais lento, mas podem 

se tornar progressivamente agressivos (DORSEY JF, 2020). 

1.2. Terapias aplicadas nos tratamentos 

O tratamento comum para os GBMs é a cirurgia/ressecção, seguida de radioterapia e 

quimioterapia, onde o objetivo é remover o máximo possível do tumor sem ferir o tecido 
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cerebral normal circundante, necessário para as funções neurológicas (DORSEY JF, 2020). Em 

suma, a cirurgia fornece a capacidade de reduzir a quantidade de tecido tumoral sólido dentro 

do cérebro, remover as células no centro do tumor, que podem ser resistentes à radiação e/ou 

quimioterapia e reduzir a pressão intracraniana, prolongando a vida de alguns pacientes e 

melhorando a qualidade de vida restante (BAUMERT et al., 2016). Essas cirurgias são 

frequentemente orientadas por imagem assistida pelo computador e, às vezes, usando técnicas 

de mapeamento intraoperatório para determinar as localizações do córtex motor, sensorial e de 

fala/linguagem (BOR-SENG-SHU, 2016). 

Com todas essas características, somadas à altas taxas de reincidência, observa-se uma 

necessidade crescente no desenvolvimento de novas estratégias eficazes nos tratamentos e 

administração de fármacos, com ativos hidrofílicos, hidrofóbicos e até de outros ativos cerebrais 

que induzam e auxiliem a superação das limitações de biodistribuição dos mesmos, causando o 

insucesso de muitos tratamentos para doenças como Alzheimer e Parkinson e nestes casos de 

tumores cerebrais (OBEROI et al., 2016). Os usos de sistemas nanoestruturados na veiculação 

de ativos se apresenta como uma alternativa excelente para o tratamento desses tumores 

geneticamente heterogêneos; e em conjunto com outras técnicas, como por exemplo, a 

ressecção cirúrgica, radioterapia e a quimioterapia. 

1.3. Esferoides Multicelulares (Cultura celular tridimensional – 3D) por levitação 

magnética 

Os esferoides de culturas celular começaram a ser desenvolvidos por Sutherland e 

colaboradores, em 1970 para reproduzir um fenótipo funcional das células tumorais humanas e 

suas respostas à radioterapia. Esses esferoides representam agregados de células tridimensional 

(3D) e são utilizados para assemelhar aos tecidos in vitro. (FANG; EGLEN, 2017; FENNEMA 

et al., 2013). 

Nos tecidos vivos, as células existem em microambientes com complexas interações 

célula-célula e célula-matriz e dinâmicas de transporte complexas para nutrientes e célula. 

Embora a cultura celular padrão 2D ou monocamada tenha sido crucial para o desenvolvimento 

da biologia moderna, ela recria imprecisamente o ambiente natural no qual as células estão 

situadas. Essa falta de fidelidade ao tecido nativo pode ser uma limitação em muitas situações, 

incluindo a triagem de alguns fármacos quanto sua toxicidade e eficácia (SOUZA et al., 2010). 
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Logo, diferentemente das células em monocamada 2D, os esferoides desenvolvem 

importantes parâmetros fisiológicos de tumores heterogêneos como: interações justas célula-

célula; exposição a gradientes de oxigênio, pH, nutrientes, fatores de crescimento, metabolitos 

e sinais solúveis para gerar zonas necróticas, hipóxias e proliferativas do núcleo interno à 

superfície. De forma semelhante, gradientes de fármacos anticâncer também são gerados dentro 

dos esferóides partindo do exterior para o núcleo interno (FANG; EGLEN, 2017). Demonstrado 

na Figura 2 a seguir. 

Figura 2 - Comparação de sistemas de cultura de células 2D e 3D. (A) cultura de células 2D, (B) cultura 

de células 3D. 

 

Fonte 2: Adaptado de (SAMIMI et al., 2021). 

Alguns grupos em que esses modelos tridimensionais podem se basear, dependendo da 

natureza das células utilizadas para sua formação. No presente estudo, focou-se no 

desenvolvimento de esferoides tumorais multicelulares, formados em condições não aderentes 

da cultura e suspensão celular (WEISWALD; BELLET; DANGLES-MARIE, 2015). 

Uma técnica bastante utilizada é o emprego de substratos de baixa aderência que agem 

como modificadores químicos das superfícies para as tornarem pouco aderentes. O método mais 

comum para obter uma superfície de baixa aderência é através do revestimento da superfície 

com agarose, polietileno glicol, galactose, álcool polivinílico e diversos outros. As placas 

utilizadas são conhecidas como Ultra-Low Attachment Well Plate, com poços em formato em 

U, revestidas com o material que impede a aderência (LIU; CHEN; WIN NAING, 2021). 
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A levitação magnética é uma técnica mais recente e foi escolhida para formação de 

esferóides neste estudo. Nesse método, as células são magnetizadas com nanopartículas 

paramagnéticas (NanoShuttle-PL, Greiner,) que apresentam entre seus componentes 

biocompatíveis: ouro, óxido de ferro e poli-L-lisina (PLL). A fixação ocorre por meio de 

interação eletrostática de pequenas quantidades de NanoShuttle-PL, estes agregados pelo PLL 

nas células, estes componentes são atóxicos e não afetam a proliferação e nem induzem uma 

resposta inflamatória, não interferindo na cultura celular e sendo neutro em relação a matriz 

extracelular. Após a aplicação, uma placa magnética é utilizada abaixo ou acima para que o 

processo de agregação ocorra ou seja facilitado, podendo ser auxiliado com o uso de placas não 

aderentes. (Ultra-Low Attachment Well Plate). Essa agregação é um processo rápido em 

comparação com o método anterior, além de prover um aumento na reprodutibilidade das 

esferas, diminuindo também o risco quanto a perda de esferoides na manutenção de meio e 

demais movimentações (HAISLER et al., 2013b; SHAO et al., 2020). 

1.4. Sistemas de liberação de fármacos 

A baixa solubilidade e a baixa biodisponibilidade de ativos e fotoativos sempre foram 

preocupações importantes no desenvolvimento de fármacos, porque dificultam o processo de 

produção, controle da dosagem adequada e liberação da mesma no corpo humano, 

principalmente as mais lipofílicas (ADEPU; RAMAKRISHNA, 2021; SANTOS, 2013). Como 

muitas dos fármacos recém-descobertas (quase 40 %) têm baixa solubilidade em água ou são 

completamente hidrofóbicas, o interesse das pesquisas tem sido gradualmente direcionado, nas 

últimas duas décadas, para projetar sistemas de veiculação de fármacos e ativos relativamente 

inertes e não tóxicos que possam fornecer aos medicamentos uma forma eficiente para as 

células vivas, em comparação com outros métodos. (SAVJANI; GAJJAR; SAVJANI, 2012) 

1.5. A nanotecnologia aplicada e sistemas de carreadores 

A nanotecnologia voltada para a nanociência e aplicação da nanomedicina já se apresenta 

como uma solução inovadora a veiculação de ativos e fármacos a algumas décadas (DIMER et 

al., 2013a). Como exemplo de sistemas de liberação nanoestruturados destacam-se as 

nanopartículas poliméricas, nanopartículas lipídicas sólidas, lipossomas, nanoemulsões, 

micelas e dendrímeros (DEVALAPALLY; CHAKILAM; AMIJI, 2007).  
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As nanopartículas e nanoemulsões têm sido desenvolvidas com diferentes tipos de 

materiais orgânicos, inorgânicos, híbridos, ligas e compósitos, geralmente são produzidas em 

diferentes morfologias como esféricas, hastes, cilindros, estrelas e gaiolas. As características 

mais interessantes dos nanoemulsões (NEs) são seus tamanhos menores e alta razão superfície-

volume que oferecem grande superfície disponível para fixação/ancoragem eletrostática de 

ligantes ou porções específicas, para projetar NEs para uma grande variedade de aplicações 

(ÇINAR, 2017).  

Os medicamentos podem ser carregados no conjunto núcleo-casca dos nano 

transportadores por meio de encapsulamento e fixação ou aprisionamento de superfície. Dentre 

os diferentes tipos de nanocarreadores, os nanocarreadores à base de lipídios ganharam muita 

importância para a entrega de fármacos lipofílicas devido às suas características especiais como 

alta capacidade de carga, alta biocompatibilidade (estável em meios fisiológicos e inerte a 

tecido), baixa toxicidade, superfície adaptável para aplicar qualquer tipo de estratégia de 

direcionamento e uma melhor biodistribuição e perfil farmacocinético (SINGH et al., 2017a).  

Além disso, estes carreadores coloidais podem apresentar as seguintes vantagens: 

prolongar a permanência do fármaco na corrente sanguínea (comum aumento da meia-vida 

plasmática), proteger o princípio ativo da degradação química ou enzimática após 

administração, diminuir os efeitos colaterais e aumentar a biodisponibilidade (HUSE; 

HOLLAND, 2010; MARTINS, 2017) 

Desta maneira, utilizar nanocarreadores vem sendo uma alternativa auspiciosa para o 

transporte através do endotélio cerebral visando nova abordagem e protocolos para o tratamento 

das patologias do SNC (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). Uma vez 

incorporados, os ativos podem gerar mudanças moleculares importantes para a resposta 

biológica que será induzida por uma reação fotobiológica.  

1.6. Nanoemulsões 

Vários princípios ativos apresentam características físico-químicas como a 

hidrofilicidade e os pesos moleculares, são pouco favoráveis à passagem de barreiras biológicas 

que separam o local de administração e seu sítio de ação. No entanto, essa tecnologia ajuda a 

cerrar moléculas, que funcionem como transportadores nanométricos. Essas partículas, quando 

em contato com estruturas típicas do tecido ou célula, se fixam a essas estruturas e liberam seu 

conteúdo (CINTRA E SILVA et al., 2012). 
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Uma emulsão em sentidos gerais, é um sistema constituído de duas fases líquidas 

imiscíveis, uma das quais encontra-se dispersa no meio da outra na forma de finas gotículas 

(ALLEN JR; POPOVICH; ANSEL, 2007). Emulsões farmacêuticas usualmente consistem em 

água e um óleo. Podendo existir dois tipos principais: óleo-em-água (O/A) e água-em-óleo 

(A/O), dependendo de a fase contínua ser aquosa ou oleosa, onde fase contínua se define como 

a fase em que as gotículas se encontram dispersas/suspensas. Existem sistemas mais complexos 

de emulsões, como por exemplo, uma gotícula óleo envolvendo como uma gotícula de água 

suspensa em água para formar uma emulsão (A/O/A), outros correspondentes como (O/A/O) 

são chamados de emulsões múltiplas e apresentam interesses como sistemas de liberação mais 

específicos como liberação e ação retardada de fármacos. Com isso, é possível a formulação 

ser conjunta de medicamentos lipossolúveis e hidrossolúveis, onde estes podem ser absorvidos 

de maneiras mais fáceis em condições divididas das substâncias emulsificadas (AULTON, 

2005). 

As dispersões de gotículas em nano escala, são referenciadas na literatura como 

miniemulsões, emulsões ultrafinas, microemulsões instáveis ou submicro emulsões (CAPEK, 

2004; FERNANDEZ et al., 2004; PEY et al., 2006; SHAH; BHALODIA; SHELAT, 2010). Em 

geral, podem ser preparadas por polimerizações, sínteses com polímeros pré-formados, entre 

outras maneiras (ROSSI et al., 2008) e sua mais fundamental característica para uma futura 

aplicação, é o tamanho, convencionado entre 1 a 100 nm (CHIESA et al., 2008). 

Interessante ressaltar que em termos técnicos existe a diferença entre as microemulsões e 

nanoemulsões, desde seu prefixo, já que o termo “micro” significa 10-6, enquanto o termo 

“nano” significa 10-9, o que implicaria que as nanoemulsões apresentariam gotículas que são 

menores do que aquelas em microemulsões. Porém na prática, pode ter casos em que acaba 

sendo o contrário, devido a terminologia ser derivada de um desenvolvimento histórico da área 

onde o termo “microemulsão” foi publicado em 1961, porém o primeiro artigo que usa o termo 

“nanoemulsão” é datado de 1996, sendo assim o primeiro se tornado mais estabelecido entre os 

pesquisadores do que o segundo (MCCLEMENTS, 2012). Sua estrutura é outra característica, 

que pode ser núcleo líquido, matriz polimérica e com a substância ativa na dispersão (FESSI, 

H., PUISIEUX, F., DEVISSAGUET, J.P., 1988). Todas as estratégias visam uma maior 

eficiência no transporte do fármaco, no caso, e da proteção do mesmo no organismo, contra pH, 

luz e diminuição da irritação nos tecidos.  

Métodos utilizados para preparar nanoemulsões podem ser classificados em dois tipos 

principais. Os métodos de alta energia fazem uso de dispositivos mecânicos, como micro 

fluidificadores, ultrassonificadores e homogeneizadores de alta pressão, para criar forças 
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capazes de romper e misturar as fases de óleo e água para que pequenas gotículas sejam 

formadas. Quase qualquer óleo pode ser submetido a nanoemulsificação usando esses métodos, 

porém pode apresentar desvantagens: alto custo instrumental, muitas vezes utiliza de altas 

temperaturas operacionais que podem atrapalhar com a utilização de alguns compostos, entre 

outros. 

Os métodos de baixa energia são mais práticos em termos energéticos, pois apenas uma 

simples agitação acaba sendo necessária. Uma característica especial desses métodos é a 

utilização da energia armazenada no sistema para produzir gotas ultrafinas. Os métodos de 

baixa energia desviam as propriedades físico-químicas intrínsecas dos tensoativos, co-

tensoativos e excipientes na formulação, levando à geração de gotículas de emulsão na faixa 

nanométrica (ANTON; VANDAMME, 2009). Métodos de baixa energia incluem 

emulsificação espontânea e métodos de inversão de fase, onde vai ser essa segunda que vai se 

baseado esse estudo. 

A técnica de Temperatura de Inversão de Fase (TIF, do inglês PIT, Phase Invertion 

Temperature), utiliza da base de Shinoda e Arai que propuseram na década de 60 que o 

comportamento de fase e propriedades da emulsão é dependente da temperatura, o que 

possibilitou definir quando ocorre a inversão de uma emulsão óleo/água para uma água/óleo e 

vice-versa (MACIEL, 2012; RODRIGUES et al., 2018), além de apresentar uma nano com 

emulsificação de baixa energia, se beneficiando da tensão interfacial desprezível, alcançada 

com essa mudança de temperatura (RODRIGUES et al., 2018b; SHINODA; ARAI, 1964). 

Assim, no método as transições de fase são desencadeadas por mudanças na temperatura, 

ocorrendo a emulsificação devido às mudanças na solubilidade/afinidade do tensoativo para a 

fase aquosa, envolvendo uma conversão ordenada de emulsão A/O para O/A ou vice-versa 

através de uma fase bi contínua intermediária. Este método só pode ser aplicado aos sistemas 

que possuem tensoativos sensíveis a mudanças de temperatura, como tensoativos não iônicos, 

que sofrem alterações na hidratação de suas cadeias de polioxietileno (POE) devido a mudanças 

na temperatura do sistema, resultando na inversão de sua curvatura e formação de emulsão 

(REHMAN et al., 2019; SINGH et al., 2017b).  

É importante ressaltar que o tensoativo vai se comportar como hidrofílico em temperatura 

abaixo da temperatura de equilíbrio hidrofílico-lipofílico (HLB) e como hidrofóbico acima 

dessa temperatura, com valor nessa escala próximo de 12, propiciando a formação da emulsão 

O/A. A primeira etapa do procedimento parte da preparação de uma emulsão em sua 

temperatura de inversão de fase (também chamada HLB). Embora a formação de gotículas 

muito pequenas seja favorecida nessa temperatura, a curvatura espontânea do tensoativo é quase 
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zero, tendo uma alta taxa de coalescência (que é a junção ou fusão dos elementos para formar 

uma massa ou um todo). Por isso, as emulsões formadas por microemulsão bi contínua são 

muito instáveis em sua primeira etapa de preparo (ICI AMERICAS, 1984). Na segunda etapa, 

o sistema é resfriado ou aquecido rapidamente, o que causa a inversão de fase, resultando na 

formação de emulsões O/A ou A/O cineticamente estáveis, respectivamente. O processo de 

resfriamento ou aquecimento deve ser muito rápido; caso contrário, as nanoemulsões 

polidispersas são formadas devido à coalescência predominante. Um dos principais pontos 

negativos associados a esse método de preparo é que os fármacos, termo sensíveis, acabam 

sendo evitados, para sua não degradação. (REHMAN et al., 2019). 

1.7. Terapia Fotodinâmica (TFD) 

Os fotoprocessos, de uma maneira geral, junto com a Terapia Fotodinâmica (TFD), já 

estão consolidadas no mundo, como uma forma alternativa e coadjuvante no tratamento de 

cânceres, considerando-se os avanços obtidos nestes últimos 40 anos de pesquisa. (BRESLIN; 

O’DRISCOLL, 2013; CHEN et al., 2015) Compreende uma terapêutica minimamente invasiva 

que pode exercer atividade citotóxica seletiva para células cancerosas (LIM et al., 2013; 

SANTOS, 2020). Esta terapia pode atuar de forma coadjuvante e auxiliar em casos de gliomas, 

não atendidas ou de difícil acesso por procedimentos clássicos (AGOSTINIS et al., 2011; VAN 

STRATEN et al., 2017).  

A TFD é um tratamento utilizado principalmente na terapia antitumoral, baseando-se na 

interação da luz, oxigênio intracelular e um fármaco fotossensibilizante (FS) (de origem 

sintética ou natural) que pode se acumular seletivamente em tecidos tumorais (DOLMANS; 

FUKUMURA; JAIN, 2003; VASILEV et al., 2020). Sob a aplicação de luz visível num 

comprimento de onda que corresponde à absorção máxima do FS e na presença do oxigênio 

molecular intracelulares, após uma cascata de eventos, levam a produção de espécies reativas 

de oxigênio (ERO / ROS) induzindo processos de morte celular por necrose ou apoptose (Chen 

et al., 2015). Um esquema simplificado de como as células tumorais respondem à aplicação da 

TFD está representado na Figura 3. 
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Figura 3 - Resposta imunológica produzida pela terapia fotodinâmica (TFD) após irradiação de luz sobre 

a célula de câncer tratada com fotossensibilizador (FS), ocorrendo a produção de espécies reativas de oxigênio 

(EROs). 

 

Fonte 3: Adaptado (AGOSTINIS et al., 2011). 

Desde os anos 2000, em virtude dos estudos envolvendo processos luminosos e 

engenharia tecidual, essa abordagem vem lentamente ganhando espaço no mundo científico, 

onde os fotoprocessos passaram a ser estudados e usados não só no tratamento, mas na 

fotobiomodulação sobre a resposta celular. Os fotoprocessos associados a engenharia tecidual 

têm permitido avanços fantásticos com respostas celulares, abrangendo o reparo de tecidos 

(como nas lesões cicatriciais), o tratamento de queimaduras, diabetes, reparação óssea bem 

como outras patologias cutâneas superficiais, atuando também nos processos de morte celular 

por vias clássicas como apoptose, necrose ou autofagia. (JIANG et al., 2021; QIAO et al., 2022). 

1.8. Os fármacos fotossensibilizantes 

A nanotecnologia aplicada à área farmacêutica permite o desenvolvimento de 

formulações à base de compostos biocompatíveis e biodegradáveis para aplicação como novos 

agentes antitumorais. Exemplos que apresentam esse potencial terapêutico e serão analisados 

nesse estudo são o Canabidiol (CBD), a indocianina verde (ICG) e a protoporfirina IX (PpIX). 

1.8.1. A protoporfirina  

As porfirinas, cuja estrutura molecular está representada na Figura 4 abaixo, são uma 

classe de tetra pirróis a qual têm chamado a atenção de pesquisadores devido à sua extensa 
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aplicação como fármaco fotossensibilizante na medicina. Em específico a protoporfirina IX 

(PpIX) é um constituinte porfirínico natural da hemoglobina, citocromo e outras moléculas 

biologicamente relevantes. A PpIX classificada como um fotossensibilizador de segunda 

geração, é produzido no organismo pela conversão do ácido 5-aminolevoulínico através da via 

biossintética do heme (BATTLE, 2017; XIAO et al., 2002). A PpIX apresenta uma elevada 

absorção de luz visível (próximo de 505 nm) e têm propriedades fotofísicas bem definidas, 

sendo utilizada como FS, emitindo uma forte fluorescência (entre 600 a 800 nm) e foto 

branqueando rapidamente, com a produção de oxigênio singleto. Em estudos direcionados na 

literatura foi demonstrado que a PpIX é foto degradada por um processo de foto-oxidação e que 

seus foto produtos também possuem uma banda de absorção característica em torno de 630 nm 

(ERICSON et al., 2003). 

Figura 4 - Estrutura da Protoporfirina IX. 

 

Fonte 4: Autoria própria. 

Algumas propriedades desse composto acabam limitando seu uso direto como FS na 

TFD, como sua solubilidade baixa em meio fisiológico e a tendência de agregação em solução 

aquosa, também dificultando sua administração sistêmica, reduzindo a ação fotodinâmica 

(CASTANO; DEMIDOVA; HAMBLIN, 2004; DA SILVA et al., 2013; ROSSI et al., 2008). 

Baseado nestes fatos o uso de um sistema nanoestruturado para encapsulamento e veiculação 

do mesmo, se faz necessário, como já é observado na literatura, envolvendo nano formulações 

e as nanopartículas lipídicas poliméricas (E. FATTAL, C. VAUTHIER; J. SWARBRICK, 

2002). 
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1.8.2. Indocianina Verde 

Indocianina verde (ICG, do inglês Indocianine Green) (Figura 5), um corante 

característico com utilização na região do infravermelho próximo (NIR – do inglês Near 

InfraRed), foi inicialmente descrito em meados da segunda guerra como corante, depois 

clinicamente aprovado, por pesquisas para testes de função hepática e angiografia de 

fluorescência em oftalmologia, além de ser investigado como um potencial agente de contraste 

para a detecção de tumores em ambos os modelos: animais e em humanos (LICHA et al., 2000). 

Ntziachristos et al. (2000), demostraram a detecção de tumores de mama em humanos por 

tomografia óptica usando o ICG como agente de contraste é viável e se correlaciona com a 

distribuição do ácido dietilenotriamina pentacético gadolínio (Gd-DTPA) obtido por 

ressonância magnética (NTZIACHRISTOS et al., 2000).  

No entanto, devido à forte ligação às proteínas plasmáticas do ICG, sua rápida depuração 

pelo fígado (MEIJER; WEERT; VERMEER, 1988), suas propriedades de localização e 

acúmulo preferencial em sistemas tumorais, é possível seu uso em estudos e diagnósticos de 

gliomas (MATSUMURA Y, 1986). Porém, a ICG apresenta limitações a um período bastante 

curto de interação após a administração, associação intermolecular promove conversão interna 

não radiativa, levando a uma diminuição no tempo de vida do tripleto excitado e a uma redução 

na eficiência geral de fotossensibilização, especialmente para a detecção de tecidos profundos 

(>1 cm), sugerindo assim a necessidade de compostos ou estruturas de administração 

melhoradas.  

Ultimamente, as características de imagem/biológicas são os pontos favoráveis do ICG 

como um fluoróforo no infravermelho próximo (do inglês NIR – Near Infrared), usada na 

investigação da oxigenação periférica tecidual de forma não invasiva, mantendo o interesse em 

sua incorporação em nanopartículas para a formação de ferramentas teranósticas de câncer 

(TENG et al., 2021). Porém, tendo em mente que a estabilidade insuficiente de soluções 

aquosas, acompanhada por eficiência de fluorescência bastante pobre, são relatadas para o ICG 

(LANDSMAN et al., 1976; WEBER; BEARD; BOHNDIEK, 2016).  
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Figura 5 - Estrutura da Indocianina Verde.  

 

Fonte 5: Autoria própria. 

1.9. O canabidiol (CBD) e suas contribuições 

O CBD nas últimas décadas tornou-se um centro de atenções e de pesquisa 

(CHERKASOVA et al., 2022), com sua estrutura química apresentada na Figura 6. Relata-se 

que o CBD pode ser usado não apenas como paliativo para sintomas relacionados ao câncer 

(como náusea, dores ou anorexia), mas também por promovem a morte celular apoptótica, 

prejudicando a angiogênese tumoral, além de reduzir a migração celular (FOWLER, 2015; 

VELASCO et al., 2016).  

Os canabinóides são terpenofenóis farmacologicamente ativos que podem ser isolados ou 

obtidos ou oriundos de três grandes grupos: 

• Fitocanabinóides: produzidos pela tricoma, uma glândula da planta herbácea 

Cannabis sativa; 

• Endocanabinóides: produzidos naturalmente por animais e humanos em um 

sistema endocanabinoide (APARICIO-BLANCO et al., 2019), ele consiste nos 

receptores CB1, localizados no sistema nervoso, tecidos conectivos, gônadas, 

glândulas e órgãos;  

• Receptores CB2: encontrados principalmente no sistema imunológico e em outros 

órgãos; esses receptores agem como mensageiros cerebrais retrógrados. 
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O Primeiro estudo descrevendo suas propriedades antineoplásicas foi publicado em 

(MUNSON et al., 1975) e recentemente, os canabinóides associados a propriedades 

antitumorais incluem: canabinol (CBN), ∆9-tetrahidrocanabinol (THC), ∆8-THC, canabidiol 

(CBD) e canabiciclol (CBL) (RAZLOG; KRUGER; ABRAHAMSE, 2022). 

De acordo com estudos de tratamento de câncer cervical - in vitro realizados por 

(EICHELE; RAMER; HINZ, 2009; FREIMUTH; RAMER; HINZ, 2010; LUKHELE; 

MOTADI, 2016; RAMER; HINZ, 2008) observou-se que o CBD é capaz de ativar respostas 

imunes específicas, o que pode auxiliar no tratamento primário, bem como secundário do câncer 

cervical, pois pode atenuar sua metástase e disseminação secundária (CONTASSOT et al., 

2004). 

O estímulo começa no neurônio pós-sináptico e a excitação neuronal leva à 

despolarização e ao influxo de íons cálcio que estimulam várias fosfolipases, iniciando assim a 

síntese dos endocanabinóides) (GODOY-MATOS et al., 2006), e canabidomiméticos 

sintéticos. Contudo, o potencial terapêutico dos canabinóides têm sido limitados devido sua 

influência em efeitos psicoativos e sua lipofilicidade (BIENENSTOCK, 2016; JOUR et al., 

2019). Parte do desenvolvimento de pesquisas neste campo emergente é impulsionado pelos 

avanços na nanotecnologia, que permitiram a síntese de nanopartículas. 

Figura 6 - Estrutura do Canabidiol (CBD).  

 

Fonte 6: Autoria própria. 
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2. Objetivos: 

2.1. Objetivos gerais 

O estudo propõe-se desenvolver e caracterizar uma nanoemulsão como base na 

metodologia de temperatura de inversão de fase (TIF), como sistema de liberação, contendo os 

fármacos fotossensibilizadores derivados da Indocianina verde e do protoporfirina IX, 

associados ao Canabidiol para o tratamento de glioblastomas, coadjuvante aos tratamentos 

clássicos e com a Terapia Fotodinâmica (TFD).  

2.2. Objetivos específicos: 

• Padronização da produção de sistemas 3D esferoidais com células de glioblastoma 

U87MG e T98G utilizando levitação magnética; 

• Desenvolvimento e otimização da metodologia de produção das nanoemulsões 

multi-carregadas, contentado Canabidiol e os Fotossensibilizadores ICG e PpIX; 

• Estudos Físico-químicos de caracterização dos sistemas nanoemulsionados;  

• Avaliação da viabilidade, proliferação celular e invasão celular na presença e 

ausência do tratamento com as nanoemulsões multi-carregadas; 

• Estudos in vitro do efeito fotodinâmico em relação às células de glioblastoma 

(U87MG e T98G) na presença e ausência do tratamento com as nanoemulsões 

multi-carregadas.  
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3. Conclusões: 

Neste estudo foram desenvolvidos e caracterizados as nanoemulsões por meio da 

metodologia de temperatura de inversão de fase (TIF) na presença de ativos e fotoativos como 

Canabidiol, Indocianina Verde (ICG) e Protoporfirina IX (PpIX). 

Todos os resultados indicaram que as mesma são estáveis, com um bom tempo de 

estocagem e facilmente escalonável, propriedades imprescindíveis para o desenvolvimento de 

novos medicamentos, a ativos multi-carregadas. As microscopias de transmissão (MET) 

indicaram uma morfologia esférica. Além de 88,89 % (± 5,5 %) de taxa de incorporação em 

média. Todas as propriedades físico-químicas avaliadas estavam dentro do esperado para um 

sistema nanoestruturado para veiculação de fármacos. 

A acumulação intracelular, após 2h de incubação, se mostrou apropriada para os estudos 

subsequentes. As nanoemulsões NE-CC Vazia e NE-CC P.I.C. não apresentaram citotoxicidade 

significativa em nenhuma das linhagens celulares estudadas, indicando que os efeitos de 

toxicidade são exclusivos das interações resultantes da geração de espécies reativas de oxigênio, 

quando esses ativos são irradiados. Os valores para estas linhagens celulares exibiram uma 

maior fototoxicidade para a linhagem U87MG, na ordem de 20 % mais fototóxica, quando 

comparada com a T98G, em ambos os lasers. Pôde-se concluir que as duas linhagens celulares 

demonstraram diferenças estatísticas em relação aos controles desde a dose de 50 mJ/cm2, sendo 

observado fototoxicidades na ordem de 65 a 85 %. Diferenças significativas também foram 

obtidos na relação entre os estudos em monocamada e os estudos tridimensionais, onde a 

viabilidade foi maior no segundo estudo, atribuído à estrutura tridimensional do cultivo, 

impedindo, por exemplo, que a incidência chegue nas camadas mais profundas. 

Levando em consideração os resultados obtidos neste estudo é possível inferir que as 

concentrações dos três ativos foram validas para obter o efeito fototóxico nas linhagens 

celulares, mostrando diferenças estatísticas entre os estudos com esferóides, sendo útil para 

compreender melhor a interação das células com os compostos. Portanto, a nanoemulsão com 

as incorporações dos ativos pôde ser empregada e estudada para aplicação em Terapia 

Fotodinâmica e localização dos gliomas, ajudando nas características dos sinais, principalmente 

visando que este protocolo seja adaptado para futuros estudos fotobiológicos in vitro e in vivo, 

com doses maiores e fototoxidade maiores são esperadas. 
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