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RESUMO 
 

O azul de metileno (AM) é um composto fenotiazínico catiônico com 
propriedades interessantes para aplicação na terapia fotodinâmica antimicrobiana 
(aPDT). Sua característica de agregação direciona os mecanismos de ação 
fotoquímicos e pode ser favorecida conforme o meio no qual está veiculado. 
Adicionalmente, dificuldades em manter uma solução em sítios específicos na cavidade 
bucal durante o período de pré-irradiação motivaram o desenvolvimento de uma 
formulação com maior viscosidade visando aumentar o tempo de permanência no local 
e preservando as propriedades fotoquímicas do AM. O objetivo desta pesquisa foi 
desenvolver formulação de AM para aPDT associado a biopolímeros mucoadesivos de 
diferentes caráteres iônicos: hidroxipropilmetilcelulose e carboximetilcelulose (CMC), 
bem como, ao surfactante aniônico dodecil sulfato de sódio (SDS). O estado de 
agregação do AM foi avaliado por meio da determinação espectrofotométrica da razão 
dímero/monômero (D/M). A viscosidade e a densidade das formulações, a influência do 
pH e de três concentrações do AM na razão D/M foram analisadas. Testes 
microbiológicos in vitro foram conduzidos em biofilme de Candida albicans (ATCC 
10231). No experimento de incorporação as amostras foram tratadas com AM veiculado 
em água ou em formulação e o tempo de pré-incubação avaliado foi de 5, 10, 30 e 60 
min. A viabilidade foi avaliada em água em pH ácido, fórmula, AM a 0,005% e a 0,010%, 
em água e em fórmula. Após 5 min no escuro, o biofilme foi lavado e irradiado por 27 ou 
54 min. Diluições foram incubadas e as unidades formadoras de colônias por mL 
(UFC/mL) foram contadas. A formulação selecionada teve sua estabilidade avaliada por 
um ano através de testes organolépticos, pH, quantificação do monômero de AM e razão 
D/M. Resultados indicam menor razão D/M com o aumento da concentração dos 
polímeros sem SDS, entretanto com a adição do surfactante, há ainda maior redução 
de D/M para os dois polímeros estudados, sendo observada menor agregação do AM 
na formulação ácida com CMC e SDS. As menores concentrações de AM favorecem 
menor agregação, sem diferença estatística entre 0,002% e 0,005%. O AM veiculado 
em água apresenta maior incorporação que em fórmula. A viabilidade em biofilme de 
24h resultou significativa redução apenas para a formulação contendo 0,005% de AM. 
Já em biofilme de 48h, todas as amostras de AM, em água ou fórmula, apresentaram 
redução significativa, sendo que duas irradiações sucessivas de 27 min com duplo 
tratamento foi mais eficaz que a única de 54 min, alcançando redução média máxima 
de 4,26 Log para a fórmula de AM 0,005%, demonstrando que a menor incorporação 
não afetou a ação antimicrobiana para essa amostra. A formulação otimizada se 
manteve estável por 1 ano nos atributos características organolépticas, pH e 
quantificação de AM. Entre 6 e 12 meses, a razão D/M apresentou diferença estatística, 
embora possa não ter relevância uma vez que os valores obtidos foram muito próximos. 
Portanto, a associação de adjuvantes farmacotécnicos, a carga iônica do polímero, a 
concentração do AM e o pH do meio no qual é veiculado influenciam seu comportamento 
de agregação, sendo seguro o emprego da formulação otimizada desenvolvida por 12 
meses após a fabricação e efetiva para aPDT conforme avaliações in vitro de viabilidade 
em biofilme de C. albicans com tempo de pré-irradiação de 5 min e 2 irradiações 
sucessivas conforme parâmetros estabelecidos, sem prejuízo da efetividade 
antimicrobiana e com a vantagem de favorecer maior retenção no local aplicado. 
Estudos adicionais podem ser realizados, visando a otimização da dosimetria a fim de 
alcançar melhor desempenho para aPDT clínica. 
 
Palavras-chave: inativação fotodinâmica; fotoquimioterapia; azul de metileno; 
agregação; biofilme.  



 
 

 
ABSTRACT 

 
Methylene blue (AM) is a cationic phenothiazine compound with interesting 

properties for application in antimicrobial photodynamic therapy (aPDT). Its aggregation 
characteristic directs the photochemical action mechanisms and can be favored 
depending on the medium in which it is transmitted. Additionally, difficulties in 
maintaining a solution in specific locations in the oral cavity during the pre-irradiation 
period motivated the development of a formulation with higher viscosity in order to 
increase the residence time in the location and preserve the photochemical properties of 
AM. The objective of this research was to develop AM formulation for aPDT associated 
with mucoadhesive biopolymers of different ionic characters: 
hydroxypropylmethylcellulose and carboxymethylcellulose (CMC), as well as the anionic 
surfactant sodium dodecyl sulfate (SDS). The AM aggregation state was evaluated by 
spectrophotometric determination of the dimer/monomer (D/M) ratio. The viscosity and 
density of the formulations, the influence of pH and three AM concentrations on the D/M 
ratio were analyzed. In vitro microbiological tests were conducted on Candida albicans 
(ATCC 10231) biofilm. In the incorporation experiment, the samples were treated with 
AM conveyed in water or in a formulation and the pre-incubation time evaluated was 5, 
10, 30 and 60 min. Viability was evaluated in water at acidic pH, formula, AM at 0.005% 
and 0.010%, in water and in formula. After 5 min in the dark, the biofilm was washed and 
irradiated for 27 or 54 min. Dilutions were incubated and colony forming units per mL 
(CFU/mL) were counted. The selected formulation had its stability evaluated for one year 
through organoleptic tests, pH, AM monomer quantification and D/M ratio. Results 
indicate a lower D/M ratio with increasing concentration of polymers without SDS, 
however, with the addition of surfactant, there is an even greater reduction in D/M for the 
two polymers studied, with less aggregation of AM observed in the acidic formulation 
with CMC and SDS. Lower AM concentrations favor less aggregation, with no statistical 
difference between 0.002% and 0.005%. AM conveyed in water presents greater 
incorporation than in formula. Viability in 24h biofilm resulted in a significant reduction 
only for the formulation containing 0.005% AM. In a 48-hour biofilm, all AM samples, in 
water or formula, showed a significant reduction, with two successive 27-min irradiations 
with double treatment being more effective than the single 54-min irradiation, reaching a 
maximum average reduction of 4.26 Log for the 0.005% AM formula, demonstrating that 
the lower incorporation did not affect the antimicrobial action for this sample. The 
optimized formulation remained stable for 1 year in terms of organoleptic characteristics, 
pH and AM quantification. Between 6 and 12 months, the D/M ratio showed a statistical 
difference, although it may not be relevant since the values obtained were very close. 
Therefore, the association of pharmacotechnical adjuvants, the ionic charge of the 
polymer, the AM concentration and the pH of the medium in which it is conveyed 
influence its aggregation behavior, making it safe to use the optimized formulation 
developed for 12 months after manufacturing and effective for aPDT according to in vitro 
viability assessments in C. albicans biofilm with a pre-irradiation time of 5 min and 2 
successive irradiations according to established parameters, without compromising 
antimicrobial effectiveness and with the advantage of favoring greater retention at the 
applied site. Additional studies can be carried out, aiming to optimize dosimetry in order 
to achieve better performance for clinical aPDT. 

 
 

Keywords: photodynamic inactivation; photochemotherapy; methylene blue; 
aggregation; biofilm. 
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LED diodo emissor de luz 



 
 

MP metilparabeno 

OMS Organização Mundial da Saúde 

PA polímero aniônico 

PBS tampão fosfato salino 

PDT terapia fotodinâmica 

PNI polímero não-iônico 

PPG propilenoglicol 

qs quantidade suficiente 

qsp quantidade suficiente para 

RDC Resolução da Diretoria Colegiada 

ROS espécies reativas de oxigênio 

S0 estado fundamental  

S1 estado excitado singlete  

SDS dodecil sulfato de sódio 

SEAM solução estoque de AM 

T1 estado excitado triplete  

T12 tempo após 12 meses 

T6 tempo após 6 meses 

TØ tempo inicial  

UFC  unidades formadoras de colônias 

UR umidade relativa 

[ ] concentração 
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1 CONTEXTUALIZAÇÃO  

A resistência antimicrobiana é considerada um grave problema de saúde 

pública (ANVISA, 2021a; WHO, 2022) e uma crescente ameaça global aos 

ganhos em saúde, sendo categorizada pela Organização Mundial da Saúde 

(OMS) como um dos 10 principais riscos que a humanidade enfrenta atualmente 

(PAHO, 2019; WHO, 2022). 

Considerada como um processo evolutivo normal, a resistência 

microbiana tem tido um aumento acelerado em consequência ao uso 

indiscriminado de medicamentos antibióticos, ocasionando significativa 

mortalidade e morbidade (WHO, 2021). Dados internacionais alertam que cerca 

de 35% das infecções comuns já apresentam microrganismos com resistência 

aos medicamentos antimicrobianos disponíveis, podendo esse número alcançar 

a marca dos 90% especialmente em alguns países de baixa e média renda Cerca 

de 45% da população mundial possui uma ou mais doenças bucais 

representando quase 3,5 bilhões de pessoas em todos os países afetando a 

humanidade em qualquer fase do ciclo de vida (WHO, 2022). O número de óbitos 

decorrentes da resistência microbiana é expressivo tal como os prejuízos à 

economia cujo impacto abrange internações mais prolongadas, com cuidados 

mais intensivos e necessidade de alternativas antibióticas, resultando em 

ineficácia no tratamento de doenças (ANVISA, 2021a). 

Em relatório, a OMS enquadra a saúde oral mundial como uma situação 

alarmante, concluindo que a mesma requer medidas urgentes (WHO, 2022). De 

acordo com o Centers for Disease Control and Prevention (CDC, 2019) mais de 

35 mil pessoas morrem anualmente nos Estados Unidos em decorrência das 

mais de 2,8 milhões de infecções resistentes a antibióticos, tendo os custos 

hospitalares girado em torno de 35 a 45 bilhões de dólares, enquanto na Europa 

esse valor pode atingir a marca dos 7 bilhões de euros. Já nos países em 

desenvolvimento, nos quais a situação é mais grave, a publicação dos dados 

econômicos é limitada (ANVISA, 2021b) sendo urgentemente necessário adotar 

tratamentos antibacterianos inovadores (WHO, 2021) inclusive voltados aos 

cuidados da saúde oral (THOMPSON et al., 2020). 
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Em se tratando de saúde bucal, a relevância em se atentar às questões 

relacionadas à resistência antimicrobiana se deve ao fato de os antibióticos 

estarem entre os medicamentos mais prescritos para infecções bacterianas 

pelos dentistas, sendo estimada uma taxa de prescrição odontológica 

aproximadamente de 10% em relação a todas as prescrições dessa classe 

medicamentosa em escala global (THOMPSON et al., 2020; WHO, 2022). 

Considerando que a resistência microbiana frente aos agentes anti-

infecciosos representa um problema globalizado de ameaça à saúde pública, 

outras alternativas terapêuticas se tornam necessárias à opção unicamente 

farmacológica. Neste sentido a terapia fotodinâmica (PDT, do inglês 

photodynamic therapy) demonstra ser um caminho de viabilidade potencial por 

ser não invasiva, de segurança estabelecida, não específica a microrganismos 

(amplo espectro de ação) além de não estar relacionada à resistência microbiana 

(HAMBLIN; HASAN, 2004). 

A PDT tem aplicação em diversos campos clínicos (TARDIVO et al., 2005) 

com a finalidade de tratar doenças e recuperar a saúde, obtendo resultados 

promissores em pacientes tratados com a mínima invasão e poucos efeitos 

adversos, quando comparados aos tratamentos convencionais direcionados aos 

processos infecciosos e até mesmo o câncer, considerando sua principal ação 

que ocasiona a morte celular, seja de microrganismos ou de células tumorais. 

A terapêutica com luz é amplamente utilizada na clínica odontológica, 

sendo a PDT aplicada, inclusive, como adjuvante para adequada desinfecção do 

sistema de canais radiculares em cirurgias periapicais e no tratamento 

endodôntico convencional, com a justificativa de substancial redução da 

variedade e quantidade de microrganismos nas infeções endodônticas 

(SIMÕES; CATÃO, 2021). Quando a PDT é utilizada com foco antimicrobiano, 

costuma-se denominá-la terapia fotodinâmica antimicrobiana (aPDT, do inglês 

antimicrobial photodynamic therapy).  

Na odontologia a aPDT tem representado uma estratégia importante para 

uso associado aos protocolos convencionais de desbridamento químico-

mecânico com o intuito de potencializar a desinfecção dos canais radiculares 

(FIGUEIRÊDO JÚNIOR et al., 2021). O emprego da aPDT em pacientes 

fumantes, cujo comprometimento da cicatrização periodontal representa um fator 

agravante, é recomendado também como adjuvante ao desbridamento 
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mecânico, no tratamento da periodontite, apresentando benefícios sutilmente 

mais elevados quando comparados ao grupo tratado apenas com raspagem e 

alisamento radicular (FERRO; BARBOSA, 2019). 

 A aPDT, por atuar na redução da carga microbiana, ou mesmo a sua 

eliminação, também auxilia na regeneração tecidual, vide que a presença do 

microrganismo é responsável pela indução do processo inflamatório local    

(KUMAR; ABBAS; ASTER, 2016). 

Já em revisão sistemática visando demonstrar a eficácia da aPDT frente 

a colonização de múltiplas espécies bacterianas em doenças periodontais e peri-

implantares, Lopez et al. (2020) concluem que todos os estudos alcançaram 

significativa redução da quantidade total de carga bacteriana, em média em 

99,3%, porém sem alcançar taxa elevada o suficiente para inativação do 

microrganismo. 

Uma revisão sistemática da literatura concluiu que o tratamento mais 

eficaz na atualidade para candidíase oral é o uso associado de antifúngicos 

convencionais e PDT, uma vez que o uso isolado da PDT combate a infecção 

fúngica ainda num patamar inferior quando comparada ao uso combinado à 

farmacoterapia. Além disso, esse uso associado pode ser realizado com uma 

menor dose do antifúngico, tendo a garantia de eficácia e a vantagem de reduzir 

as possibilidades de resistência microbiana (TEODORO; FERNANDES, 2020).  

 

1.1 Terapia Fotodinâmica  

A PDT consiste essencialmente no envolvimento de três elementos: um 

agente fotossensibilizador (FS), uma fonte específica de luz e a presença de 

oxigênio (HAMBLIN; HASAN, 2004). É preferencialmente seletiva por células 

sensibilizadas durante tempo necessário, estando susceptíveis à irradiação da 

luz, parametrizada em adequados padrões dosimétricos que atuará sobre o 

tecido provocando reações fotoquímicas capazes de formar espécies reativas de 

oxigênio (ROS, do inglês reactive oxygen species) que levam à erradicação das 

células fotossensibilizados. 

A Figura 1 traz o Diagrama de Jablonski no qual ilustra os três elementos 

essenciais da PDT e os passos que se seguem após a interação que ocorre 

entre eles.  
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Figura 1 – Diagrama de Jablonski 

 
Fonte: adaptado de Dai et al. (2012).  

 

Parte-se da irradiação da luz em comprimento de onda adequado e 

específico ao FS aplicado no local a ser tratado e que inicialmente se encontra 

em seu estado fundamental (S0). Com a absorção da luz, esse FS passará para 

um estado excitado num nível superior de energia. Esse FS em estado excitado 

singlete (S1) tende à perda de energia e poderá prosseguir por alguns caminhos 

que levarão a essa queda energética através de processos radiativos, 

cruzamento intersistemas e processos não radiativos. A fluorescência é um 

processo radiativo que se dá pela emissão de radiação visível a partir do S1 

retornando ao S0. No cruzamento intersistemas ocorre a transição do S1 para o 

estado excitado triplete (T1). A fosforescência, também é um processo radiativo, 

no qual ocorre a emissão de radiação visível, assim como na fluorescência, 

porém com mudança de multiplicidade ocorrendo a partir do T1 retornando ao 

S0. O FS no T1 apresenta tempo de vida superior em relação ao S1, diferença de 

milissegundos ou microssegundos, em relação aos nanosegundos. Neste 

sentido há maior probabilidade de interação com o meio, incluindo o oxigênio 

(O2) e participação da formação de ROS para realizar a ação terapêutica, por 

meio de dois mecanismos diferentes: do Tipo I ou do Tipo II. As reações do Tipo 

I desencadeiam processos oxidativos envolvendo transferência de elétrons e 

produzindo radicais livres e peróxidos. Já nas reações do Tipo II, há transferência 

de energia do T1 do FS para o O2, cujo estado fundamental apresenta-se como 

oxigênio triplete (3O2), levando à passagem para seu estado excitado, no qual se 

apresenta como oxigênio singlete (1O2), capaz de reagir com outra molécula 

provocando o dano celular, como resposta terapêutica (SILVA et al., 2017). 
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Desta forma, os responsáveis pelos danos irreversíveis que levam à morte 

celular são as ROS, sendo o 1O2 considerado como o principal agente citotóxico 

na PDT em células tumorais (COLLINA et al., 2018) e os FS com alta capacidade 

de produção de 1O2 têm sido considerados mais potentes para a PDT (BRITO; 

SANTOS; NANTES-CARDOSO, 2019). O mecanismo de morte celular na PDT 

pode variar dependendo do tipo de interface à qual o FS se liga, originando 

diferentes tipos de agregados que induzem espécies citotóxicas diversas, 

levando à apoptose quando relacionada à geração de 1O2, ou necrose quando 

relacionada à geração de radicais (SEVERINO et al., 2003). Hamblin e Hasan 

(2004) apontam a possibilidade do 1O2 poder se difundir em bactérias ao ser 

gerado na superfície externa ou muito próximo a ela, e hipotetizam ainda que os 

FS que agem principalmente via mecanismos do Tipo I precisam penetrar na 

membrana externa de bactérias gram-negativas. Leveduras, tais como Candida 

albicans são ainda mais resistentes à inativação fotodinâmica devido à presença 

de uma membrana nuclear que pode apresentar uma barreira adicional para a 

penetração do FS sendo necessárias doses maiores tanto de luz como de FS 

(DEMIDOVA; HAMBLIN, 2005).  

 

1.1.1 Fotossensibilizadores  

Os FS são parte essencial na eficácia da aPDT. Para isso, existem 

algumas características ideais: seletividade para o alvo de tratamento com 

rápida absorção e acumulação, permanência na região durante tempo adequado 

para realização do tratamento, seguida de eliminação rápida (SANTOS, 2018).  

O emprego de produtos naturais como FS tem sido pesquisado na PDT, 

sendo os compostos mais amplamente estudados até o momento a Curcumina 

e a Hipericina, isolados respectivamente dos vegetais Curcuma sp e Hypericum 

perforatum (ROCHA; LIMA; YARA, 2020).  

As classes de FS mais empregadas na PDT são as porfirinas, clorinas, 

ftalocianinas além dos fenotiazínicos. As porfirinas apresentam intensa banda de 

absorção na região de 400 nm, já as clorinas possuem intensa absorção da luz 

por volta de 650 nm. As ftalocianinas são caracterizadas por baixa 

hidrossolubilidade e geralmente necessitam ser veiculadas em formulações 

otimizadas, abrangem ampla faixa de absorção com bandas em 350 nm, 600 nm 
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e 750 nm. Os fenotiazínicos compõem uma classe de corantes representadas 

pelo azul de metileno (AM) e azul de toluidina (SILVA et al., 2017) cuja segurança 

para uso em humanos é uma característica reconhecida (PROCHNOW et al., 

2016). 

A PDT tem sido muito explorada com potencial aplicabilidade 

antimicrobiana na área odontológica, sendo o AM um dos principais agentes FS 

estudados (COLLINA et al., 2018; FILIPINI et al., 2019; TARDIVO et al., 2005), 

principalmente no Brasil. A PDT empregando AM com finalidade antimicrobiana 

vem sendo evidenciada na literatura científica, para fins odontológicos ou na 

medicina como um todo (CECATTO et al., 2020; COLLINA et al., 2018; LEAL et 

al., 2016; OLIVEIRA-SILVA et al., 2016; SOUSA et al., 2015; TARDIVO et al., 

2005; TEODORO; FERNANDES, 2020). 

 

1.1.1.1 Azul de metileno 

O corante AM é descrito na edição vigente da Farmacopeia Brasileira 

como cloreto de metiltionínio de fórmula molecular C16H18CIN3S.3H2O e massa 

molar de 373,9 g/mol, disponibilizado comercialmente também em outras formas 

hidratadas (BRASIL, 2019a), sendo o peso molecular da forma anidra 

equivalente a 319,9 g/mol. 

Quando utilizado sem a irradiação de luz, o AM não apresenta toxicidade 

uma vez que não foram observadas diferenças estatisticamente significativas ao 

grupo controle comparativamente aos grupos irradiados em experimentos in vitro 

(LEAL et al., 2016; OLIVEIRA-SILVA et al., 2016), podendo ser considerado um 

ativo seguro para uso na aPDT (PROCHNOW et al., 2016). 

O uso de AM ou a aplicação da luz, não são individualmente capazes de 

exercer efeito citotóxico ficando evidente que a efetividade da aPDT com AM se 

dá na aplicação conjunta de FS e luz (SOUSA et al., 2015). 

Particularmente o AM demonstra características peculiares com grande 

potencial de aplicabilidade na PDT (TARDIVO et al., 2005) sendo algumas das 

vantagens ser um dos poucos FS registrados na Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária (ANVISA), possuir o máximo de absorção em 660 nm que faz parte da 

região considerada janela terapêutica de maior aplicabilidade dessa terapia 

(SILVA et al., 2017) e demonstrar baixa toxicidade no escuro (TANG et al., 2005). 



25 
 

Apesar da aPDT associada ao AM ser considerada eficaz in vitro, ainda 

não foram definidos claramente os melhores parâmetros para sua execução 

clínica (FILIPINI et al., 2019; TANG et al., 2005). A eficácia terapêutica dessa 

terapia é dependente do tipo de interação entre o FS e o alvo biológico 

(TEDESCO; RIBEIRO; PAULA, 2019), sendo essencial considerar a gravidade 

da infecção, além dos seguintes fatores: concentração do FS, forma 

farmacêutica e parâmetros de luz (CECATTO et al., 2020).  

Embora seja facilmente solúvel em água e etanol, o AM pode demonstrar 

características hidrofóbicas (OLIVEIRA et al., 2019). A hidrofobicidade 

apresentada por essa substância faz com que a mesma apresente tendência a 

formar agregados em função de solventes ou na presença de polieletrólitos 

(LIMA et al., 2008). O AM pode se apresentar em monômeros ou em dímeros, 

que é a menor forma agregada, sendo a relação entre elas calculada pela razão 

dímero/monômero (D/M).  

As bandas características de cada um desses estados de agregação 

podem ser diferenciadas nos espectros de absorção, conforme demonstrado na 

Figura 2 que destaca o pico de 590 nm para dímeros e de 664 nm para 

monômeros do AM  (BERGMANN; O’KONSKI, 1963).  

 

Figura 2 – Espectros de absorção de dímeros e monômeros de AM 

 
Fonte: Bergmann; O’Konski (1963).  

 

Segundo Bergmann; O’Konski (1963), existe um ombro em 

aproximadamente 610 nm identificado como um componente vibracional de uma 

única banda eletrônica que diferencia claramente os espectros do dímero e do 
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monômero, indicando uma forte interação entre os elétrons das duas moléculas 

de AM em forma agregada de dímero. 

Desta forma, a técnica espectrofotométrica de espectroscopia de 

absorção eletrônica na faixa de espectro eletromagnético UV-visível é aplicada 

como análises qualitativa e quantitativa (BRASIL, 2019a) para detectar os 

estados agregados de AM (COLLINA et al., 2018). O método é fundamentado 

na absorção de energia eletromagnética por moléculas, com intervalo de 

frequência na faixa do UV-visível, e depende de fatores como concentração e a 

própria estrutura química, sendo útil tanto para identificação quanto 

quantificação de substâncias (BRASIL, 2019a).  

A concentração é um fator que interfere na agregação das partículas de 

AM. Há um equilíbrio entre monômeros e dímeros na solução aquosa de AM, 

cujo deslocamento se dá para a forma monomérica quando em baixas 

concentrações e para a forma dimérica, em altas concentrações do FS, sendo a 

forma monomérica de AM predominante até a concentração de 20 µM, 

equivalente a 0,0006% (COLLINA et al., 2018). A dimerização do AM é 

proeminente em água devido à alta constante dielétrica (LEWIS et al., 1943). 

A interação do corante fenotiazínico AM com macromoléculas após ser 

incorporado em células e tecidos pode levar a modificações nas propriedades do 

estado fundamental desse FS (TADA, 2007). Além disso, a eficiência da 

fotossensibilização é alterada com a formação de agregados, reduzindo a 

geração de 1O2 ao ser estimulada pela luz (LIMA et al., 2008). Além disso, o 

estado de agregação modula o tipo de reação fotoquímica que ocorre e seu 

mecanismo de ação (COLLINA et al., 2018; TARDIVO et al., 2005). Os 

monômeros tendem a produzir mais 1O2 enquanto dímeros tendem a produzir 

mais radicais (JUNQUEIRA et al., 2002).  

Resultados de Collina et al. (2018) apontam para a importância do 

desenvolvimento de formulações que promovam a desagregação do AM, uma 

vez que o rendimento quântico da produção de 1O2 é bem menor para as formas 

agregadas (BRITO; SANTOS; NANTES-CARDOSO, 2019). Além disso, os 

monômeros de AM são mais eficazes na redução do número de células de 

Candida albicans in vitro tanto em suspensão quanto em biofilme, sendo mais 

eficazes em causar morte celular via 1O2 (COLLINA et al., 2018).  
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1.2 Formulação para uso odontológico 

É importante ressaltar que a auto agregação está relacionada ao solvente, 

à concentração e à solubilidade do ativo e, os parâmetros físico-químicos da 

formulação interferem diretamente na fotofísica do AM (LIMA et al., 2007). 

Prochnow et al. (2016) destacam que a eficácia clínica da aPDT precisa ser 

otimizada e que o emprego de etanol na formulação com AM pode proporcionar 

o aumento desse efeito. 

Formulações de AM contendo etanol apresentaram maior efeito 

antimicrobiano, sendo esse resultado alcançado devido o etanol gerar menor 

agregação molecular do AM com maior proporção de monômeros em relação 

aos dímeros, além de haver maior produção de 1O2 (FILIPINI et al., 2019) cuja 

meia-vida é elevada em cinco vezes aproximadamente, na presença de etanol 

do que na solução aquosa, fenômeno esse que fornece maior tempo de 

interação entre o 1O2 e as células microbianas (PROCHNOW et al., 2016). 

Considerando a necessidade de controle da agregação do AM, Pavani et 

al. (2017) desenvolveram um enxaguatório bucal composto por AM como 

princípio ativo que será fotoativado em comprimento de onda de 660 nm para 

PDT com finalidade antimicrobiana. A associação de dodecil sulfato de sódio 

(SDS, do inglês sodium dodecyl sulfate), em concentração entre 0,5% e 2% 

como agente surfactante visa modular a agregação do FS, estabelecendo um 

controle da relação entre monômeros e dímeros, além de favorecer a limpeza 

superficial dos dentes e contribuir com a ação antimicrobiana (COLLINA et al., 

2018; PAVANI et al., 2017), obtendo eficácia perante biofilmes de Candida 

albicans (COLLINA et al., 2022). 

O controle da agregação foi obtido por meio da combinação de AM com o 

surfactante SDS. Os surfactantes são moléculas que ficam adsorvidas nas 

interfaces com atividade de superfície, reduzindo a energia livre das partículas 

coloidais e consequentemente a tensão interfacial. Diante desse perfil, esses 

tensoativos capazes de formar micelas, adquirem diversas funções: ação 

detergente, agente de espuma, molhante, dispersante, emulsionante e 

solubilizante (ALLEN JR et al., 2012).  

Diferentes concentrações de SDS permitem modular a formação de 

agregados do FS, sendo utilizado 0,25% por Collina et al. (2018) com eficiente 
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controle da agregação, sem, no entanto, ser capaz de provocar morte celular 

quando empregado isoladamente (COLLINA et al., 2020, 2022). 

O AM forma complexos com o surfactante SDS devido atração 

eletrostática (JUNQUEIRA et al., 2002). Com o aumento da concentração de 

SDS, atinge-se a concentração micelar crítica de modo que são formadas 

micelas. O excesso de micelas de surfactante em relação ao FS leva a uma 

predominância da formação de monômeros e na situação oposta há a 

predominância de dímeros (COLLINA et al., 2018). O equilíbrio entre monômero 

e dímero induzido pelas micelas é um aspecto determinante para definir as 

propriedades fotoquímicas do sensibilizador, podendo deslocar de um 

mecanismo Tipo II para o Tipo I, conforme descreve Junqueira et al. (2002). 

Consequentemente, a eficiência do tratamento da PDT pode ser otimizada 

através do melhoramento da formulação desenvolvida. Neste sentido, outros 

adjuvantes farmacotécnicos podem ser empregados como forma de solucionar 

algumas dificuldades observadas na prática clínica, tal como a estabilidade da 

formulação em condições fisiológicas e a viscosidade da formulação.  

Aumentar a viscosidade possibilita a obtenção da consistência adequada 

para aplicação e permanência no local desejado. Este é um fator importante para 

garantir a retenção no local aplicado e liberação gradual do ativo para realizar 

sua ação sem ser rapidamente neutralizado pelo fluxo salivar (TORRES et al., 

2000). 

 

1.2.1 Concentração do azul de metileno 

A concentração de AM é um dos parâmetros que influenciam na eficácia 

da aPDT e ainda não há consenso em termos da quantidade a ser utilizada. 

Diversas concentrações de AM como FS são descritas na literatura, com 

aplicações in vitro e in vivo, sugerindo uma indefinição de dose padronizada que 

ofereça seguramente o melhor emprego na prática clínica odontológica. 

A ANVISA considera a concentração de até 1% do AM segura, 

classificando-a como medicamento de baixo risco sujeito à notificação 

simplificada (BRASIL, 2006, 2016; TEDESCO; RIBEIRO; PAULA, 2019). 

Em estudo in vitro, foi constatado que a PDT com AM em concentração 

de 50 µM (0,0016%) é capaz de provocar a morte celular de forma proporcional 
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à quantidade de luz empregada. A irradiação de diodo emissor de luz (LED, do 

inglês Light Emitting Diode) durante 2 minutos reduziu 100% de Streptococcus 

mutans, bactéria presente no desenvolvimento da cárie, concluindo que a 

inativação é diretamente dependente da fluência empregada (LEAL et al., 2016).  

Soluções de concentração 250 µM (0,008%) de AM foram avaliadas por 

Prochnow et al. (2016), sendo observado maior efeito antimicrobiano em 

formulações associadas ao etanol. 

Silva et al. (2020) utilizaram o AM a 1% como fotossensibilizante em 

terapia não invasiva com laser em clínica odontológica associada à raspagem 

sub e supragengival, obtendo melhora expressiva do quadro de displasia 

cemento óssea periapical na qual foi observada minimização da lesão e 

restituição óssea, devido redução de microrganismos no local da lesão. 

Garcez et al. (2016) relatam que menores concentrações de AM, entre 50 

µM e 100 µM, (equivalentes a cerca de 0,0016% e 0,003%) são capazes de 

promover maior formação de ROS após irradiação, quando comparadas às 

concentrações de 150 µM e 300 µM  (equivalentes a cerca de 0,005% e 0,010%) 

do FS. Isto se dá visto que nessas mais elevadas concentrações há formação 

de escudo óptico minimizando o efeito fotodinâmico, por impedir que a luz 

alcance o volume total de AM. Ademais, a solução mais concentrada do FS 

penetra com maior dificuldade nos túbulos dentinários e causa comprometimento 

estético devido manchamento do dente. 

Em estudo sobre os efeitos da PDT em biofilmes de Enteroccus faecalis, 

(LÓPEZ-JIMÉNEZ et al., 2015) a dose empregada foi de 0,005% de AM e o 

veículo utilizado foi tampão fosfato salino associado a agente de viscosidade 

mucoadesivo, ressaltando a variedade de doses empregadas do FS, bem como 

os meios de veiculação e diversidade de fluidez das preparações. 

 

1.2.2 Conservantes 

A seleção do sistema conservante de uma formulação deve levar em 

conta não somente a prevenção do crescimento microbiano e contaminação da 

formulação, mas também sua capacidade hidrossolúvel, seu pH de ação, sua 

compatibilidade com demais componentes e ativos veiculados, a não interação 

com o material de acondicionamento, sua segurança e ausência de toxicidade 



30 
 

(ALLEN JR; POPOVICH; ANSEL, 2007), devendo considerar ainda seu espectro 

de ação (BRASIL, 2012).  

Pinto, Kaneko e Pinto (2015) afirmam que o grupo mais popular é o do 

parabeno e, sugerem o emprego desse conservante na concentração acima de 

0,4% para o éster utilizado isoladamente, ou 0,8% para mistura de ésteres. 

Parabenos são incompatíveis com álcalis e sais de ferro, apresentando 

certa redução de sua atividade conservante em associação a insumos aniônicos 

e tensoativos não-iônicos (PINTO; KANEKO; PINTO, 2015). 

Conservantes de natureza ácida, tais como ácido sórbico, ácido benzóico 

e dehidroacético, apresentam eficácia na forma não dissociada, em pH inferior a 

6, uma vez que tendem a perder ação em pH neutro a alcalino. Já em 

preparações alcalinas o ideal é utilizar conservantes a base de amônios 

quaternários (PINTO; KANEKO; PINTO, 2015).  

Na formulação de Pavani et al. (2017) há a adição de metilparabeno a 

0,1% para ação conservante, com o intuito de preservar a preparação com 

finalidade clínica, evitando a contaminação microbiana do produto e contribuindo 

para sua estabilidade microbiológica durante todo o prazo de validade.  

Dessa forma, o parabeno será inicialmente mantido na formulação 

desenvolvida nesse estudo, conforme as particularidades da preparação a fim 

de assegurar que não tenha incompatibilidade entre as substâncias.  

 

1.2.3 Edulcorantes 

É fundamental que qualquer forma farmacêutica de uso oral seja 

agradável ao paladar do paciente sendo para tanto, considerado o emprego de 

edulcorantes e flavorizantes com o propósito de mascarar o sabor (ALLEN JR; 

POPOVICH; ANSEL, 2007; THOMPSON; DAVIDOW, 2009). 

Adicionalmente, outros componentes foram associados à formulação 

desenvolvida por Pavani et al. (2017) com finalidade de edulcorar, melhorando 

sua palatabilidade e aceite pelo paciente, através do emprego de sacarina sódica 

a 0,75% ou sorbitol a 20%.  

A redução de uso de açúcares em medicamentos de uso oral é 

recomendada devido risco de erosão e cárie dentária, sendo sugerida a 

substituição por xilitol, sem que seja influenciada a estabilidade dos ativos da 
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formulação (SINGANA; SUMA, 2020), uma vez que é capaz de evitar a 

desmineralização óssea e dos dentes, prevenir inflamação e infecções, 

apresentando ainda atividade como carreador de fármacos, vinculada à sua 

natureza atóxica e elevada permeabilidade (AHUJA et al., 2020).   

O xilitol representa uma alternativa para edulcorar a preparação, devido 

seu poder adoçante semelhante à sacarose, tendo o grande diferencial de ser 

não cariogênico, por promover redução na adesão de placa e comprometimento 

do crescimento de bactérias cariogênicas (AHUJA et al., 2020; APPEL; RÉUS, 

2005; BASTOS et al., 2005), sendo específico para Streptococcus mutans 

(GONÇALVES et al., 2001; TORRES et al., 2000). Além de ser edulcorante, o 

xilitol possui propriedades antimicrobianas podendo ser empregado também 

para evitar a contaminação microbiana de preparações (AHUJA et al., 2020).  

A concentração de 1% do monoéster de xilitol C-8 em loção com pH 5,5 

foi considerada eficaz como conservante para reduzir a contagem de bactérias 

e Candida albicans, com mesma atividade contra Aspergillus niger em pH 7,0 

(AMARAL et al., 2011). 

Propriedades como a viscosidade também podem influenciar no quesito 

do melhoramento da palatabilidade, sendo que com o aumento da consistência, 

haverá menor contato da formulação com as papilas gustativas, contribuindo 

para o mascaramento do sabor (THOMPSON; DAVIDOW, 2009).  

 

1.3 Propriedades da formulação 

No delineamento da formulação são determinadas as propriedades físico-

químicas que devem ser asseguradas desde o preparo até o prazo final de 

validade do produto desenvolvido. Para tanto, os aspectos relacionados à 

viscosidade, pH e estabilidade são fundamentais para estabelecer as 

características mais adequadas à preparação. 

 

1.3.1 Viscosidade da formulação 

É essencial considerar durante o desenvolvimento da formulação, as 

propriedades reológicas da forma farmacêutica responsáveis por modular os 

sistemas de liberação e distribuição do fármaco. A vantagem de se elevar a 
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viscosidade de preparações líquidas é a possibilidade de obter a consistência 

adequada para aplicação e permanência no local desejado. 

Assegurar a entrega do FS em concentração adequada no local infectado 

é uma etapa crítica, sendo essencial a administração de uma formulação 

apropriada (SHARMA; DUBE; MAJUMDER, 2021). A substantividade será maior 

para soluções de alta viscosidade comparativamente às de baixa viscosidade 

(SAKAE et al., 2018), sendo esse um fator importante para garantir a 

retentividade no local de aplicação para gradativa liberação para realizar sua 

ação sem ser rapidamente afetado pelo fluxo salivar (TORRES et al., 2000). 

Com o intuito de evitar a perda de FS fluido durante a aplicabilidade na 

clínica odontológica, é importante considerar a capacidade de retenção do 

produto na bolsa periodontal, por exemplo, para melhorar o efeito terapêutico. 

Para isso será feito o uso de polímeros viscosos capazes de promover bioadesão 

(LIN; DING; CHEN, 2021). Os polímeros são macromoléculas de cadeia linear 

ou ramificada que interagem com moléculas de água formando dispersões 

coloidais hidrofílicas estruturadas que contribuem para o aumento de 

viscosidade de soluções (THOMPSON; DAVIDOW, 2009). 

Os polímeros são substâncias capazes de alcançar as características 

ideais de viscosidade (ALLEN JR et al., 2012; THOMPSON; DAVIDOW, 2009) a 

serem determinadas de acordo com as necessidades da clínica odontológica. 

Espera-se que no momento da aplicação do produto haja redução da 

viscosidade da formulação polimérica devido as forças de cisalhamento 

empregadas, cujo perfil reológico inicial de maior viscosidade é restabelecido 

após a administração, devido ao emaranhamento das cadeias poliméricas 

(SILVA; COOK; BRUSCHI, 2020). 

Polímeros solúveis em água, além de aumentarem a viscosidade, 

apresentam atividade de superfície e características emulsionantes (ALLEN JR 

et al., 2012). Os agentes que possuem atividade de superfície também são 

denominados de tensoativos ou surfactantes, sendo vantajosa essa dupla 

função farmacotécnica (THOMPSON; DAVIDOW, 2009). 

São classificados em três grupos: polímeros naturais, como as gomas 

arábica, adraganta, xantana e alginato de sódio; polímeros derivados semi-

sintéticos da celulose, como a metilceluose, carboximetilcelulose (CMC), 

hidroxipropilcelulose e hidroxipropilmetilcelulose (HPMC); e, polímeros 
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sintéticos, como os carbômeros e os poloxâmeros (THOMPSON; DAVIDOW, 

2009). Desta forma, uma gama enorme de possibilidades está disponível para 

escolha na etapa do delineamento da formulação, sendo fundamental avaliar, 

inclusive, o custo-benefício. 

Polímeros, naturais ou sintéticos, com propriedades biocompatíveis 

apresentam larga empregabilidade no desenvolvimento farmacêutico para 

modular os sistemas de liberação de ativos hidrofílicos ou lipofílicos ao longo de 

um tempo determinado. Também controlam a penetração nos tecidos, a 

distribuição intercelular, o reconhecimento molecular e a localização subcelular 

(TEDESCO; RIBEIRO; PAULA, 2019).  

A fim de favorecer a aplicação da formulação na oromucosa, o emprego 

de polímeros mucoadesivos com propriedades de bioadesão é desejado 

(VILLANOVA; ORÉFICE; CUNHA, 2010), facilitando a manutenção da 

formulação no local aplicado, aumentando o tempo de permanência na mucosa 

e melhorando os resultados terapêuticos (GARG et al., 2024).  

Os sistemas poliméricos, simples e complexos, para veiculação de 

fármacos FS é indispensável nos estudos atuais de fotoprocessos biológicos 

(TEDESCO; RIBEIRO; PAULA, 2019). 

Um derivado semi-sintético da celulose, a CMC sódica é um polímero 

aniônico que se apresenta como um pó higroscópico branco a levemente 

amarelado que forma uma dispersão coloidal clara ao ser hidratada após cerca 

de 2 horas de contato com a água, permanecendo estável numa faixa de pH 

mais estreita, entre 5 e 10 (THOMPSON; DAVIDOW, 2009). Com função 

espessante e aglutinante está presente na composição de dentifrícios para 

aumento da viscosidade (CATIRSE et al., 2020) e além das propriedades de 

formação de gel, apresenta bom desempenho mucoadesivo através de fortes 

ligações de hidrogénio entre os grupos carboxila não ionizados e a mucina, 

principal glicoproteína encontrada no muco, responsável pelas interações físicas 

e mecânicas (PEREIRINHA; FIGUEIRAS, 2016; VILLANOVA; ORÉFICE; 

CUNHA, 2010). A exposição a temperaturas mais elevadas levará à diminuição 

da viscosidade da preparação contendo CMC (SIGMA-ALDRICH, 2023a), o que 

é desejado ao aplicar o produto clinicamente (SILVA; COOK; BRUSCHI, 2020). 

Estudo utilizando formulação contendo 0,01% de AM solubilizado em 77% 

de água ultrapura contendo 20% de etanol e 3% de CMC para tratamento 
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periodontal de ratos diabéticos concluiu que pode haver benefícios com aPDT, 

apresentando menor infiltrado inflamatório local com menor perda óssea e maior 

percentual de fibras colágenas ao ser comparado à raspagem e alisamento 

radicular, considerada padrão-ouro para tratar periodontite (FILIPINI et al., 

2019). 

A incorporação de biopolímeros, como a metilcelulose, possibilita 

aumento da viscosidade e retenção do AM no local de aplicação pelo cirurgião 

dentista superando uma deficiência clínica quando utilizada formulação fluida, 

que prejudica a fotoinativação (LIN; DING; CHEN, 2021). O hidroximetilcelulose 

foi o agente de viscosidade mucoadesivo utilizado por López-Jimenez et al. 

(2015) para veicular o AM em estudos de aPDT.  

O baixo tempo de permanência das formulações na cavidade oral é uma 

limitação do tratamento de infecções bucais. Podendo a retenção ser melhorada 

com o aumento do tempo de adesão ao veicular o FS em hidrogel, por exemplo 

(SILVESTRE et al., 2021). Hidrogéis são materiais constituídos por rede 

polimérica tridimensional com a capacidade de intumescer na presença de água, 

apresentando propriedades mecânicas de sólidos e transporte difusivo de 

líquidos. Formam uma rede tridimensional de polímero hidrofílico e são 

biomateriais com aplicações promissoras por ser biocompatível aos fluidos 

biológicos (FEKSA et al., 2018). Nadtoka, Virych e Kutsevol (2020) testaram a 

atividade antibacteriana do AM formulado em hidrogel, observando efeito 

bactericida e promissora aplicação na aPDT apresentando vantagens de ser 

atóxico, biocompatível e biodegradável. A capacidade de absorção e dessorção 

de preparações contendo AM é dependente do tipo de hidrogel utilizado 

(NADTOKA et al., 2020). 

O fato do poloxâmero formar hidrogeis fracos de rápida dissolução, levou 

Silva, Cook e Bruschi (2020) a associarem o derivado celulósico HPMC para 

obtenção de melhores propriedades de retenção a partir da interação desses 

polímeros. O resultado apontou sinergismo reológico com alterações na 

consistência em temperatura de 25 ºC, sendo considerada de melhor potencial 

termorresponsivo para aplicabilidade tópica, a concentração de 17,5% de 

poloxâmero 407 e 3% de HPMC. O polímero não-iônico e semi-sintético HPMC 

possui ação espessante, tensoativa e emulsificante, empregado para favorecer 

o controle de entrega de fármacos e elevar a viscosidade de formulações. 
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Apresenta-se como um pó fibroso levemente esbranquiçado que intumesce em 

água formando uma dispersão coloidal viscosa, que pode variar de transparente 

a opalescente a depender da farmacotécnica empregada (THOMPSON; 

DAVIDOW, 2009). 

O comportamento reológico da formulação irá controlar não somente a 

liberação do fármaco da forma farmacêutica, mas também impactar o fluxo da 

dispersão durante o processamento de sua obtenção (ALLEN JR et al., 2012).  

  

1.3.2 pH da formulação 

O pH é de extrema importância para estudos de fotoxidação em sistemas 

biológicos sensibilizados por AM, que geralmente são realizados em soluções 

neutras (BONNEAU et al., 1975).  

A formação de 1O2 de soluções aquosas é dependente do pH e afeta a 

eficiência dos mecanismos de fotossensibilização dos tipos I e II (TARDIVO et 

al., 2005) podendo ser relevante também na inativação de bactérias. A produção 

de 1O2  por transferência de energia do AM varia por um fator de 

aproximadamente cinco para a faixa de pH entre 5 e 9, apresentando variação 

máxima em torno de pH 7, sendo também constatada a influência do papel do 

tamponamento nestas soluções (BONNEAU et al., 1975). Desta forma, fatores 

como concentração de AM e pH da solução são relevantes para aplicações 

bactericidas em aPDT (HUANG et al., 2019).  

O rendimento quântico de formação de 1O2 é muito maior em meio básico 

comparativamente ao ácido  (CHEN; CESARIO; RENTZEPIS, 2011). Num 

estudo in vitro realizado por Huang et al. (2019) foi observado que quanto maior 

o pH e a concentração de AM empregados, maior o efeito bactericida perante P. 

gingivalis, A. actinomycetemcomitans e S. mutans, sendo obtida a maior eficácia 

com a concentração de 200 μg/mL de AM em pH 10 irradiado durante 60 

segundos. 

Bonneau et al. (1975) relataram a influência do pH na produção de 1O2, 

podendo ser cerca de 5 vezes mais eficiente em meio básico do que em meio 

ácido em soluções saturadas de ar e fortemente tamponadas em comparação 

com soluções não tamponadas. Chen, Cesario e Rentzepis (2011) observaram 



36 
 

uma taxa de inativação de bactérias gram-positivas e gram-negativas na ordem 

de 3 a 25 vezes maior em pH 9 do que a taxa alcançada em pH 5. 

Por outro lado, Gusman et al. (2018) visando investigar a 

biocompatibilidade de diferentes níveis de pH de solução de AM 

a 100 μg/mL através da técnica de implantação em tecido subcutâneo, relataram 

que o pH ácido pode proporcionar maiores benefícios à aPDT com AM uma vez 

que a acidez leva à exposição da matriz de colágeno e favorece a reparação e 

regeneração do tecido periodontal, com melhor biocompatibilidade que o pH 7.  

Foi demonstrado por Almeida (2017) que o AM utilizado em aPDT 

juntamente à raspagem e alisamento radicular é seguro e que o pH do FS 

influencia no reparo periodontal de ratos, uma vez que os resultados de eficácia 

obtidos com a aplicação em pH 1,0 foi estatisticamente superior em controlar a 

perda óssea alveolar quando comparado com o AM em pH 7,0. 

Elevar a acidez de uma solução é um método que inibe a síntese de 

proteínas intracelulares, sendo promissor para inativação bacteriana (LUO et al., 

2013). 

Assim, o pH é outro aspecto a ser contemplado na caracterização da 

formulação a ser delineada, produzida e padronizada, com a finalidade de avaliar 

e obter uma performance mais otimizada. Além disso, é importante considerar 

que a aplicação clínica será na cavidade oral, cujo pH gira em torno de 8 para a 

saliva saudável de adultos normais e quando contaminada há maior tendência 

de acidificação do meio (ECKLEY; COSTA, 2006). Comparativamente aos 

dentes sem cárie, as superfícies dos dentes cariados apresentam uma diferença 

média de 1,9 na queda do pH devido à ação acidogênica dos microrganismos 

(LUNDSTRÖM et al., 2020). 

Em termos de biocompatibilidade com o tecido conjuntivo, a solução de 

AM de concentração 100 µg/mL apresentou melhor avaliação em pH ácido do 

que neutro, sendo empregado ácido cítrico 60 µg/mL para atingir o pH 1, sendo 

considerado por Gusman et al. (2018) que o fato de reduzir o pH para um nível 

que expõe a matriz de colágeno pode elevar os benefícios da aPDT no sentido 

de reduzir infecção e inflamação, aumentando o processo de reparação. 

Entretanto, vale ressaltar que tal experimento foi realizado em animal e sem 

avaliação da fotoquímica. 
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A determinação potenciométrica do pH, prevista na Farmacopeia 

Brasileira, se dá pela medida da atividade do íon hidrogênio na formulação 

(BRASIL, 2019a). Sendo possível, o pH deve ser ajustado para uma faixa de 

máxima estabilidade, para minimizar as chances de degradação do insumo 

farmacêutico ativo, principalmente por hidrólise, factível de ocorrer 

essencialmente em formulações de pH neutro a alcalino, sendo geralmente 

recomendado acidificar a preparação na faixa de pH entre 5 e 6, para elevar a 

estabilidade (FERREIRA, 2002). 

 

1.3.3 Estabilidade da formulação 

Estudos de estabilidade são projetados para submeter a formulação a 

testes em função da variação de fatores ambientes, tais como o calor, a umidade 

e a luminosidade, que possam influenciar a sua qualidade ao longo do tempo. 

Os ensaios de estabilidade são essenciais para garantir a estabilidade da 

preparação (ALLEN JR; POPOVICH; ANSEL, 2007) sendo previstos como 

exigência normativa pela Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2019a), cujos 

critérios estão estabelecidos na Resolução da Diretoria Colegiada (RDC) Nº 

318/2019, que estabelece os critérios para realizar esses testes em insumos 

farmacêuticos ativos e medicamentos com a finalidade de verificar se há 

influência da interação entre os insumos associados na formulação envasada 

que comprometa suas propriedades físico-químicas, bem como a variação da 

qualidade da preparação ao ser submetida à influência da temperatura, umidade 

e luminosidade (BRASIL, 2019b). 

Fatores como a temperatura e a luz podem acelerar a velocidade de 

ocorrência de reações de degradação, afetando a estabilidade da formulação. O 

mesmo pode ocorrer com o excesso de umidade, que também favorece as 

reações de hidrólise (FERREIRA, 2002). 

A elevação da temperatura pode levar à hidrólise dos parabenos 

comprometendo sua estabilidade, que também pode ser afetada pela 

sensibilidade à luz excessiva que esse conservante apresenta (PINTO; 

KANEKO; PINTO, 2015). 
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São necessárias avaliações das propriedades físicas e químicas do 

insumo farmacêutico ativo, dos excipientes empregados na formulação, da forma 

farmacêutica, do processo de obtenção, incluindo a tipificação da embalagem 

utilizada para acondicionamento, cujo objetivo é averiguar quais atributos são 

passíveis de sofrer modificação em função do tempo, podendo impactar na 

qualidade e no desempenho da formulação, além de sugerir as condições de 

armazenamento e direcionar para indicação do prazo de validade do 

medicamento elaborado (BRASIL, 2019b). 

Tanto na RDC Nº 199/2006, que dispõe sobre os medicamentos de 

notificação simplificada, bem como na RDC 107/2016 que altera essa normativa, 

o AM em concentração de 1% faz parte da lista de medicamentos de baixo risco, 

sendo definidas as especificações analíticas para assegurar a qualidade do 

medicamento elaborado na forma farmacêutica semissólida como características 

organolépticas, peso médio, pH, densidade, viscosidade, identificação e teor do 

princípio ativo, além dos limites microbianos: pesquisa de patógenos, contagem 

de bactérias e fungos totais (BRASIL, 2006, 2016). As características 

referenciadas na 2ª edição da Farmacopeia Brasileira e na 32ª edição do 

Martindale para a formulação de AM descrevem uma solução de coloração azul, 

com odor característico, sem presença de substâncias em depósito ou 

suspensão. Como prova de identificação deve-se dosear no mínimo 0,950% e 

no máximo 1,050% de C16H18CIN3S (BRASIL, 2006).  

A estabilidade dos parabenos é reduzida conforme o pH é aumentado, 

levando à significante hidrólise em meio fortemente alcalino (PINTO; KANEKO; 

PINTO, 2015).  

Para o armazenamento de produtos de base aquosa em temperatura 

ambiente, entre 15°C e 30°C, o estudo de estabilidade de longa duração e 

acompanhamento exige condição de exposição a 30°C±2°C e 35%UR±5%UR, 

sendo permitido realizar o teste a 25°C±2°C e 60%UR±5%UR quando o 

medicamento é destinado ao uso exclusivo em hospitais e clínicas 

especializadas. 

Análises como aspecto, teor e pH devem ser realizadas durante todo o 

período de validade proposto para a formulação, sendo efetuadas no tempo 

inicial, trimestralmente durante o 1º ano, a cada 6 meses durante o 2º ano e 

anualmente após o 3º ano (BRASIL, 2019b). 
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1.4 Papel da luz na aPDT 

Além dos parâmetros relacionados ao FS, também é importante a 

definição de parâmetros relacionados à luz. É relatado na literatura que a PDT 

provoca morte celular de microrganismos em mesma proporção da quantidade 

aplicada de irradiação luminosa (LEAL et al., 2016; OLIVEIRA-SILVA et al., 

2016). Neste sentido, padronizações de parâmetros tanto relacionados à 

formulação do FS quanto de aplicação da luz, são fundamentais para assegurar 

a aplicabilidade clínica com maior credibilidade e reprodutibilidade.  

Há falta de estudos clínicos controlados e randomizados empregando a 

PDT com AM no tratamento contra o fungo da espécie Candida albicans (SOUSA 

et al., 2015). In vitro, a avaliação através de ensaios em biofilme é mais 

apropriada para comparar as eficácias dos sistemas formulados do que os 

ensaios em suspensão (COLLINA et al., 2018). Dias et al. (2023) sugerem que 

a aPDT pode reduzir a virulência do fungo e confirmam que as células em 

biofilmes são mais tolerantes à aPDT do que em culturas planctônicas, uma vez 

que a matriz polimérica extracelular em biofilmes do fungo confere proteção 

adicional às células, protegendo-as do estresse oxidativo, dificultando a 

penetração do FS nas multicamadas do biofilme e a consequente inativação.  

A morte celular de C. albicans foi observada de forma proporcional à 

quantidade de luz entregue conforme experimento in vitro com tempo de 

irradiação de 1, 3 e 6 min, sendo que o pré-tratamento com glicose pode conduzir 

à resultados de eficácia diversos e completamente opostos, a depender das 

diferentes cepas irradiadas (OLIVEIRA-SILVA et al., 2016). Da mesma forma, a 

inativação de Streptococcus mutans se mostrou proporcional à quantidade de 

irradiação luminosa. Por outro lado, na presença de glicose a eficácia da aPDT 

é bastante reduzida até mesmo com a ampliação da exposição radiante 

realizada in vitro empregando LED e AM (LEAL et al., 2016).  

A ação antimicrobiana da PDT utilizando o AM como FS foi avaliada in 

vitro, concluindo que para bactérias gram-negativas, o período de exposição ao 

FS previamente à aplicação da luz, parece ser um aspecto fundamental para 

otimizar o efeito dessa terapia sendo que na ausência da pré-incubação dos 

agentes infecciosos com a substância sensibilizante resultou em ineficácia 
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terapêutica (GALO et al., 2020). Adequar o tempo de incubação parece ter um 

enorme impacto na eficácia da aPDT, especialmente em relação às cepas de C. 

albicans, devido ao tamanho dessas células e à presença da parede celular 

(WIENCH et al., 2021). Nesse sentido, esse tempo prévio pode ser considerado 

outro fator relevante para a definição de protocolos clínicos específicos para 

cada microrganismo, sendo que para C. albicans o aumento do tempo de pré-

irradiação não influenciou na resposta da aPDT (COLLINA et al., 2018, 2020). 

A formulação inicialmente desenvolvida por Pavani et al. (2017) 

apresentou significativa redução de UFC/mL em biofilmes de C. albicans com 

diminuição da virulência das células sobreviventes (COLLINA et al., 2022). 

Trabalhos mais recentes de nosso grupo de pesquisa vêm demonstrando 

a importância da caracterização dos parâmetros de dosimetria (GONÇALVES et 

al., 2023) e dos esquemas de aplicação da formulação com AM em aPDT em 

diferentes estágios de crescimento da levedura C. albicans (MACHADO et al., 

2023), com o intuito de aumentar a eficácia da inativação microbiana. 

 Gonçalves et al. (2023) afirmam que a associação de SDS à solução 

aquosa de AM garante maior ação antimicrobiana perante C. albicans até 

mesmo em parâmetros de menor luminosidade, quando comparada à solução 

sem o tensoativo, sendo sugerida a utilização de irradiância acima de 26 

mW/cm2 e exposição radiante acima de 18 J/cm2 nos ensaios de suspensão, a 

fim de alcançar maior efeito antimicrobiano. Dessa forma, Machado et al. (2023) 

ao realizar experimentos em biofilmes da levedura C. albicans empregaram 

parâmetros de 37,3 mW/cm2, 60,4 J/cm2 e 120,8 J/cm2, uma vez que a 

organização em biofilmes dificulta a inativação sendo, além disso, observadas 

respostas diferentes de acordo com o estágio de crescimento, obtendo maior 

efeito inibitório em fase de adesão com 27 min de irradiação a 660 nm ao 

empregar FS associado ao SDS. Já em biofilmes em fase de dispersão, devido 

à menor susceptibilidade à aPDT, foram necessárias duas aplicações 

sucessivas da irradiação para alcançar a erradicação do microrganismo. De 

acordo com Baptista et al. (2017) há uma estreita relação entre o estado 

fisiológico da C. albicans e a eficiência da fotoinativação  

A fim de dar continuidade aos experimentos do grupo de pesquisa, no 

presente estudo a formulação foi otimizada com a associação de polímero 

mucoadesivo e adjuvantes farmacotécnicos, tendo as características de 
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agregação do AM, pH, viscosidade, densidade e concentração do ativo 

analisadas, bem como sendo avaliada a efetividade através de testes 

microbiológicos de incorporação e viabilidade in vitro em biofilme de C. albicans, 

empregando os mesmos parâmetros de irradiação utilizados, além de ter sido 

determinada a estabilidade físico-química da formulação desenvolvida. 

 O desenvolvimento de uma formulação de AM aprimorada foi motivado 

pelo relato de profissionais clínicos que expõem dificuldades ao aplicar a solução 

completamente líquida, pois escorre e não permanece no local ao longo do 

período de pré-irradiação, fundamental para o efeito do FS.  
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2 OBJETIVOS  
 

2.1 Objetivo geral 

Desenvolver formulação contendo AM associado a substâncias 

poliméricas para aplicabilidade em aPDT odontológica. 

 

2.2 Objetivos específicos 

- Avaliar a agregação do AM por meio da razão D/M da formulação 

associada a adjuvantes farmacotécnicos em diferentes: 

 * Concentrações de polímeros não-iônico e aniônico, 

* Valores de pH, 

 * Concentrações do AM; 

- Realizar estudos in vitro de incorporação e viabilidade em biofilme de 

Candida albicans; 

- Avaliar a estabilidade da formulação por meio de testes físico-químicos. 
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3 METODOLOGIA 

O projeto se desenvolveu seguindo o fluxograma exposto na Figura 3, 

tendo sido iniciado pelo preparo de formulações contendo o AM associado a 

polímeros com propriedades diferentes, de caráter não-iônico e aniônico, além 

de adjuvantes farmacotécnicos com potencial de melhorar a palatabilidade e 

ampliar o tempo de prateleira. Para cada preparação elaborada em três 

diferentes concentrações de cada polímero, foi avaliada a agregação do AM 

utilizado na formulação a 0,005% contendo ou não 0,25% de SDS e determinada 

a viscosidade e densidade das formulações, sendo que os resultados obtidos a 

princípio visaram selecionar quais das opções formuladas iriam prosseguir para 

os próximos ensaios. 

 

Figura 3 – Fluxograma do projeto 

 

Legenda: PNI = polímero não-iônico. PA = polímero aniônico. SDS = dodecil sulfato de sódio. 
AM = azul de metileno. FQ = físico-químico. Fonte: própria autoria. 
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O impacto do pH foi testado, a partir de ajustes para se obter formulações 

de caráter ácido, neutro e alcalino, sendo avaliada a influência do pH na 

agregação do AM por meio da razão D/M.  

 A concentração do polímero escolhida foi formulada com variadas 

porcentagens de AM que foram submetidas a repetição da avaliação de 

agregação para detectar se há ou não interferência na razão D/M. 

Diante dos parâmetros obtidos, formulações foram selecionadas para 

avaliar a efetividade fotoquímica através de testes microbiológicos in vitro de 

incorporação e viabilidade em biofilme de Candida albicans.  

A formulação eleita contendo o FS na concentração definida adicionado 

ao polímero, tensoativo, edulcorante e preservante, com o pH ajustado, foi 

submetida a testes de estabilidade físico-químicos.  

 

3.1 Teste de polímero 

A formulação foi elaborada a partir da dissolução do AM em água 

purificada e adição do polímero disperso para formação de uma solução com 

viscosidade apropriada. Para tanto, três diferentes concentrações de cada 

polímero foram formuladas em baixa, média e elevada concentração. O polímero 

de caráter não-iônico testado foi o HPMC e, o CMC foi o polímero de caráter 

aniônico, sendo preparadas em triplicata cada uma das formulações para serem 

avaliadas, conforme concentrações descritas no Quadro 1: 

 

Quadro 1 – Polímeros, caráter iônico e concentrações empregados no preparo 
das formulações 

Polímero Caráter Iônico [Baixa] [Média] [Alta] 

HPMC não-iônico 1%  3% 5% 

CMC aniônico 0,25% 0,5% 1% 
Legenda: HPMC = hidroxipropilmetilcelulose. CMC = carboximetilcelulose. 

Fonte: própria autoria. 

 

Para cada preparação foi registrada a composição quali-quantitativa 

utilizada e as alterações subsequentes conforme testes realizados, para 

adequação da proporção dos insumos da formulação conforme a relação D/M 

obtida. 
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3.1.1 Formulações contendo o polímero HPMC 

Inicialmente foi preparada uma solução estoque de AM (SEAM) 

padronizada a 1 mg/mL (0,1%) a partir da solubilização do FS diretamente na 

água purificada e completado o volume com o mesmo solvente, a fim de se 

assegurar uma padronização da diluição a ser empregada em todas as 

preparações.  

Em seguida, uma dispersão coloidal concentrada de HPMC (DCHPMC) 

foi previamente elaborada a fim de não submeter o AM ao processo de 

aquecimento. A princípio, como protótipo, foi definida a concentração de 8,33% 

para esse polímero não-iônico, contendo 0,1% Metilparabeno. Conforme técnica 

sugerida por Thompson e Davidow (2009), cerca de 35% da água purificada foi 

aquecida à ebulição para então ser adicionado o polímero HPMC e 

homogeneizado até completa molhagem do pó e dispersão. O restante da água 

purificada foi empregado em quantidade suficiente para (qsp) completar o 

volume necessário, sendo adicionada em temperatura ambiente com agitação, 

obtendo uma dispersão coloidal intumescida de aspecto claro. Por fim, o 

metilparabeno previamente solubilizado em propilenoglicol foi adicionado e o 

sistema homogeneizado. 

As formulações desenvolvidas nesse protótipo foram individualmente 

preparadas, para as três diferentes concentrações do polímero não-iônico, 

contendo ou não o surfactante SDS, conforme esquematizado na Tabela 1. 

 

Tabela 1 – Descrição quali-quantitativa das formulações contendo diferentes 
concentrações do polímero não-iônico HPMC (protótipo) 

 

IN 
SU  

MOS  

FORMULAÇÕES 

FN1 FN2 FN3 

A/B/C D/E/F FN1Ø A/B/C D/E/F FN2Ø A/B/C D/E/F FN3Ø 

AM 0,005% 0,005% - 0,005% 0,005% - 0,005% 0,005% - 

MP 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 

PPG 0,9% 0,9% 0,9% 0,9% 0,9% 0,9% 0,9% 0,9% 0,9% 

Xilitol 1% 1% - 1% 1% - 1% 1% - 

HPMC 1% 1% 1% 3% 3% 3% 5% 5% 5% 

SDS - 0,25% - - 0,25% - - 0,25% - 

AP qsp 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 
 

Legenda: AM = azul de metileno. MP = Metilparabeno. PPG = propilenoglicol. HPMC = 
hidroxipropilmetilcelulose. SDS = dodecil sulfato de sódio. AP = água purificada. qsp = 

quantidade suficiente para. FN = formulação com o polímero não-iônico. 
Fonte: própria autoria. 
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Para as formulações intituladas A, B e C (sem SDS), foi inicialmente 

solubilizado o Xilitol em água purificada e adicionado sobre a quantidade de 

DCHPMC específica para cada formulação de concentração desejada do 

polímero conforme descrito no Quadro 2. Foi adicionado 1,5 mL da SEAM e 

homogeneizado, sendo necessário completar o volume final com água purificada 

a fim de se obter 30 g. 

 

Quadro 2 – Quantidade empregada da DCHPMC para o preparo de 30 g de cada 
formulação 

Formulação [HPMC] Quantidade da DCHPMC 

FN1 1%    3,600 g  

FN2 3%  10,800 g  

FN3 5%  18,010 g  

Legenda: FN = formulação com o polímero não-iônico. HPMC = hidroxipropilmetilcelulose. 
DCHPMC = Dispersão Coloidal Concentrada de HPMC. Fonte: própria autoria. 

 

Para as formulações intituladas D, E e F (com SDS), foi adicionado o Xilitol 

em água purificada, acrescentado o SDS e solubilizado. Então, essa solução foi 

vertida sobre a quantidade de DCHPMC específica para cada formulação de 

concentração desejada do polímero em quantidade correspondente ao descrito 

no Quadro 2. Individualmente, foi adicionado 1,5 mL da SEAM e homogeneizado, 

sendo necessário completar o volume final com água purificada obtendo 30 g ao 

fim do preparo. 

Uma formulação base de cada concentração do polímero não-iônico foi 

elaborada sem AM e sem SDS para ser utilizada como branco nos experimentos 

do espectrofotômetro, sendo nomeadas FN_Ø. 

Após a padronização da técnica obtida no protótipo, a metodologia foi 

adaptada e seguiu com a adição do xilitol em maior concentração para oferecer 

melhor palatabilidade, sendo solubilizado em água e homogeneizado com 

quantidade apropriada da SEAM. Essa preparação foi dividida em duas porções 

e em uma delas foi adicionado o SDS previamente solubilizado em água 

purificada na proporção 1:10. Dessas duas divisões foram extraídas outras três 

porções de cada, totalizando 6 preparações (Figura 4). 

À parte, para não comprometer a estabilidade do AM através do 

aquecimento necessário para se obter a melhor dispersão e homogeneização do 

HPMC, a técnica empregada no preparo foi de aquecimento à ebulição de um 
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terço da água purificada e preparo de uma dispersão coloidal ainda mais 

concentrada do polímero HPMC a 20%, contendo o metilparabeno previamente 

solubilizado em propilenoglicol. Essa foi utilizada proporcionalmente para obter 

as concentrações necessárias de 1%, 3% ou 5% do HPMC, nas seis porções 

preparadas contendo ou não o SDS, conforme esquematizado na Figura 4: 

 

Figura 4 – Esquema de preparo das formulações partindo de uma mesma 
concentração de AM, contendo diferentes concentrações do polímero não-iônico 

HPMC, na presença ou ausência de SDS 
            FN1ABC ➔ 1% HPMC + MP + PPG 
 
         Sem SDS ➔ ÷ em 3      FN2ABC ➔ 3% HPMC + MP + PPG 
 
            FN3ABC ➔ 5% HPMC + MP + PPG 
Solução AM + Xilitol ➔ ÷ em 2 
            FN1DEF ➔ 1% HPMC + MP + PPG 
 
         Com SDS ➔ ÷ em 3     FN2DEF ➔ 3% HPMC + MP + PPG 
 
            FN3DEF ➔ 5% HPMC + MP + PPG 
 

 

Legenda: AM = azul de metileno. SDS = dodecil sulfato de sódio. FN = formulação com o 
polímero não-iônico. HPMC = hidroxipropilmetilcelulose. MP = Metilparabeno.  

PPG = propilenoglicol. Fonte: própria autoria. 

 

 

Cada uma das formulações foi preparada individualmente e em triplicata, 

sendo misturado à solução de AM e xilitol, com ou sem o SDS, a dispersão 

coloidal mais concentrada de HPMC com metilparabeno e propilenoglicol, sendo 

por fim o volume completado com água purificada, conforme Tabela 2. 

 

Tabela 2 – Descrição quali-quantitativa das formulações contendo diferentes 
concentrações do polímero não-iônico HPMC 

IN 
SU  

MOS  

FORMULAÇÕES 

FN1 FN2 FN3 

A/B/C D/E/F FN1Ø A/B/C D/E/F FN2Ø A/B/C D/E/F FN3Ø 

AM 0,005% 0,005% - 0,005% 0,005% - 0,005% 0,005% - 

MP 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 

PPG 0,9% 0,9% 0,9% 0,9% 0,9% 0,9% 0,9% 0,9% 0,9% 

Xilitol 5% 5% - 5% 5% - 5% 5% - 

HPMC 1% 1% 1% 3% 3% 3% 5% 5% 5% 

SDS - 0,25% - - 0,25% - - 0,25% - 

AP qsp 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 

Legenda: AM = azul de metileno. MP = Metilparabeno. PPG = propilenoglicol. HPMC = 
hidroxipropilmetilcelulose. SDS = dodecil sulfato de sódio. AP = água purificada. qsp = 

quantidade suficiente para. FN = formulação com o polímero não-iônico. Fonte: própria autoria. 
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3.1.2 Formulações contendo CMC 

As formulações contendo o polímero aniônico CMC, inicialmente o xilitol 

foi solubilizado em água e homogeneizado com quantidade apropriada da 

SEAM. Essa preparação foi dividida em três porções e em cada parte, o CMC 

foi dispersado na solução contendo o metilparabeno previamente solubilizado 

em propilenoglicol, seguindo as concentrações de 0,25%, 0,5% e 1% do 

polímero. Em seguida, cada réplica foi dividida em duas porções, sendo 

adicionado, em apenas uma delas, o SDS previamente solubilizado em água 

purificada na proporção 1:10, obtendo ao total 6 preparações (Figura 5): 

 

Figura 5 – Esquema de preparo das formulações partindo de uma mesma 
concentração de AM, contendo diferentes concentrações do polímero aniônico 

CMC, na presença ou ausência de SDS 
            Sem SDS (ABC) 

     FA1 ➔ 0,25% CMC + MP + PPG ➔ ÷ em 2     
                       Com SDS (DEF) 
 
                     Sem SDS (ABC) 
Solução AM + Xilitol ➔ ÷ em 3   FA2 ➔ 0,5% CMC + MP + PPG ➔ ÷ em 2     
                     Com SDS (DEF) 
 
                      Sem SDS (ABC) 
     FA3 ➔ 1% CMC + MP + PPG ➔ ÷ em 2     
                     Com SDS (DEF) 

 

Legenda: AM = azul de metileno. FA = formulação com o polímero aniônico. CMC = 
carboximetilcelulose. MP = Metilparabeno. PPG = propilenoglicol. SDS = dodecil sulfato de 

sódio. Fonte: própria autoria. 

 

As formulações contendo polímero aniônico foram individualmente 

preparadas em triplicata, para as três diferentes concentrações do polímero 

CMC, contendo ou não o SDS, conforme esquematizado na Tabela 3: 

 

Tabela 3 – Descrição quali-quantitativa das formulações contendo diferentes 
concentrações do polímero aniônico CMC 

IN 
SU  

MOS 

FORMULAÇÕES 

FA1 FA2 FA3 

A/B/C D/E/F FA1Ø A/B/C D/E/F FA2Ø A/B/C D/E/F FA3Ø 

AM 0,005% 0,005% - 0,005% 0,005% - 0,005% 0,005% - 

MP 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 

PPG 0,9% 0,9% 0,9% 0,9% 0,9% 0,9% 0,9% 0,9% 0,9% 

Xilitol 5% 5% 5% 5% 5% 5% 5% 5% 5% 

CMC 0,25% 0,25% 0,25% 0,5% 0,5% 0,5% 1% 1% 1% 

SDS - 0,25% - - 0,25% - - 0,25% - 

AP qsp 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 
Legenda: AM = azul de metileno. MP = Metilparabeno. PPG = propilenoglicol. CMC = 

carboximetilcelulose. SDS = dodecil sulfato de sódio. AP = água purificada. qsp = quantidade 
suficiente para. FA = formulação com o polímero aniônico. Fonte: própria autoria. 
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Uma formulação base de cada concentração do polímero aniônico foi 

elaborada sem AM e sem SDS para ser utilizada como branco nos experimentos 

do espectrofotômetro, sendo nomeadas FA_Ø. 

 

3.2 Avaliação espectroscópica da agregação (D/M) 

A detecção dos estados de agregação (dímero e monômero) do AM foi 

realizada por técnica espectrofotométrica de absorção eletrônica na faixa de 

espectro eletromagnético UV-visível, a partir da relação entre os valores de 

absorção característica do FS para dímeros e para monômeros, seguindo 

metodologia padronizada por Junqueira et al. (2002).  

O AM veiculado em formulação hidrofílica contendo polímero e 

adjuvantes, teve seus espectros de absorção registrados entre 250 e 800 nm em 

espectrofotômetro UV-visível UV-1800 (Shimadzu, Japão), usando uma cubeta 

de quartzo de 2 mm de caminho óptico. 

A avaliação da agregação do AM nas formulações foi determinada pela 

razão D/M observadas as bandas de absorção obtidas nos espectros referentes 

aos dímeros e monômeros, sendo a sobreposição das bandas de absorção 

decompostas pelo método matemático de deconvolução, através da utilização 

do software OriginPro 2021, considerando a função gaussiana, com a finalidade 

de gerar dois picos deconvoluídos, identificando os picos de dímeros e de 

monômeros, separadamente. 

Dessa forma, para as formulações contendo HPMC foram utilizados os 

comprimentos de onda de 614 e 662 nm, respectivamente para dímeros e 

monômeros. Para as formulações contendo CMC foram utilizados os 

comprimentos de onda de 623 e 663 nm, respectivamente para cálculo da razão 

D/M. O Quadro 3 sintetiza os grupos amostrais das formulações submetidas à 

avaliação espectroscópica da agregação e respectivos comprimentos de onda. 

A análise estatística realizada através do software IBM SPSS Statics 22 

avaliou os valores de D/M por meio do teste de normalidade de Shapiro-Wilk. 

Por se tratar de dados não paramétricos, os mesmos estão sendo apresentados 

como mediana, mínimo e máximo. Para análise inferencial os valores de D/M 
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passaram por transformação logarítmica e foram analisados por meio do teste 

ANOVA uma via, seguido do teste de Tukey, com nível de significância de 0,05. 

 

Quadro 3 – Composição dos grupos amostrais das formulações 
submetidas à avaliação espectroscópica da agregação e respectivos 

comprimentos de onda (λ)  
 

AM POLÍMERO e CONCENTRAÇÃO SDS AMOSTRAS λ (nm) 

0,005% 

HPMC 
 

(Formulação Protótipo) 

1% 
– PT1A PT1B PT1C 

614 (D) 
662 (M) 

0,25% PT1D PT1E PT1F 

3% 
– PT2A PT2B PT2C 

0,25% PT2D PT2E PT2F 

5% 
– PT3A PT3B PT3C 

0,25% PT3D PT3E PT3F 

HPMC 
 

(Formulação Não-Iônica) 

1% 
– FN1A FN 1B FN1C 

614 (D) 
662 (M) 

0,25% FN1D FN1E FN1F 

3% 
– FN2A FN2B FN2C 

0,25% FN2D FN2E FN2F 

5% 
– FN3A FN3B FN3C 

0,25% FN3D FN3E FN3F 

CMC 
 

(Formulação Aniônica) 

0,25% 
– FA1A FA1B FA1C 

623 (D) 
663 (M) 

0,25% FA1D FA1E FA1F 

0,5% 
– FA2A FA2B FA2C 

0,25% FA2D FA2E FA2F 

1% 
– FA3A FA3B FA3C 

0,25% FA3D FA3E FA3F 

 
Legenda: AM = azul de metileno. HPMC = hidroxipropilmetilcelulose. 

 CMC = carboximetilcelulose. SDS = dodecil sulfato de sódio. PT = protótipo.  
FN = formulação com o polímero não-iônico. FA = formulação com o polímero aniônico.  

D = dímero. M = monômero. Fonte: própria autoria. 

 
 

3.3 Determinação da viscosidade 

A viscosidade expressa a resistência que a formulação líquida apresenta 

ao escoamento, sendo utilizado para sua determinação, um vibro viscosímetro 

de onda senoidal SV-10, no qual a viscosidade é medida através da detecção da 

corrente elétrica necessária para ressoar as duas placas do sensor a uma 

frequência constante de 30Hz e amplitude inferior a 1mm em volume de 

aproximadamente 40 mL de cada amostra, tendo sido o equipamento 

previamente calibrado com água purificada (A&D, 2024).  

O valor apresentado como resultado de cada amostragem analisada foi 

dividido pela densidade específica da mesma amostra obtido em igual 

temperatura conforme apontado no item a seguir, para calcular o valor da 

viscosidade absoluta.  
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3.4 Determinação da densidade 

A densidade representada pela razão da massa da formulação pelo seu 

volume foi calculada a partir da densidade relativa, cuja definição relaciona a 

massa da preparação e a massa de igual volume de água em mesma 

temperatura, tendo sido empregado um densímetro de concentração DMA 4500 

M com cerca de 2 mL de cada amostra por análise (ANTON-PAAR, 2023).  

Inicialmente a amostra foi injetada no equipamento com auxílio de 

seringa, sendo visualizado o completo preenchimento, sem presença de bolhas 

de ar. A temperatura é configurada para cada análise conforme mesmo valor 

obtido durante a análise de viscosidade, descrita no item anterior.  

Entre as inserções de amostras, o tubo é limpo com acetona e injetado ar 

do próprio equipamento para total remoção e secagem. 

O valor de densidade específica foi obtido pela divisão do resultado 

apresentado pelo valor da densidade da água em mesma temperatura, sendo 

esse o número empregado para o cálculo da viscosidade absoluta nos grupos 

amostrais detalhados no Quadro 4. 

 

Quadro 4 – Composição dos grupos amostrais das formulações 
submetidas à determinação da viscosidade absoluta viscosidade e densidade 

     

AM POLÍMERO e CONCENTRAÇÃO AMOSTRAS COM SDS 0,25% 

0,005% 

HPMC 
(Formulação 
Não-Iônica) 

1% FN1D FN1E FN1F 

3% FN2D FN2E FN2F 

5% FN3D FN3E FN3F 

CMC 
(Formulação 

Aniônica) 

0,25% FA1D FA1E FA1F 

0,5% FA2D FA2E FA2F 

1% FA3D FA3E FA3F 

Legenda: HPMC = hidroxipropilmetilcelulose. CMC = carboximetilcelulose. SDS = dodecil 
sulfato de sódio. FN = formulação com o polímero não-iônico.  

FA = formulação com o polímero aniônico. Fonte: própria autoria. 

 

3.5 Determinação do pH 

Definido como a medida da atividade do íon hidrogênio de uma solução, 

o valor do pH é obtido através da determinação potenciométrica em pHmetro 

utilizando eletrodo de vidro (BRASIL, 2019a).  

A determinação do pH foi realizada em cada amostra formulada, em 

triplicata, após calibração do equipamento com soluções tampão específicas 

mantendo a temperatura em 25 ºC.  
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Posteriormente a essa mensuração do pH das formulações iniciais de 

caráter neutro, foram feitos ajustes para acidificar e alcalinizar, com o intuito de 

avaliar a influência do pH na agregação, sendo realizada a avaliação 

espectroscópica para quantificar D/M, conforme o item 3.2 descrito 

anteriormente. 

Para ajustar o pH das formulações selecionadas após análise da 

viscosidade, foram empregados agentes acidificantes ou alcalinizantes em 

quantidade suficiente (qs) para atingir o pH desejado (BRASIL, 2012), sendo 

utilizado solução de ácido clorídrico a 0,1 M e solução de hidróxido de sódio a 

0,1 M, preparadas conforme preconizado na Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 

2019a).  

Com o intuito de manter as mesmas características de cada réplica, de 

cada uma das formulações contendo SDS (identificadas por D/E/F), foi obtida 

uma amostra em pH neutro, e outras duas em pH ácido e pH básico, conforme 

esquema demonstrado a seguir na Figura 6: 

 

Figura 6 – Esquema de obtenção das formulações em pH ácido, neutro e básico, 
partindo de uma mesma amostra de cada preparação 

 
       FN2D/E/F_A 
FN2D/E/F ➔ ÷ em 3 FN2D/E/F_N  
       FN2D/E/F_B  
       

 
     FN3D/E/F_A 

FN3D/E/F ➔ ÷ em 3 FN3D/E/F_N  
       FN3D/E/F_B  

       FA1D/E/F_A 
FA1D/E/F ➔ ÷ em 3 FA1D/E/F_N  
       FA1D/E/F_B  
 

       
       FA2D/E/F_A 
FA2D/E/F ➔ ÷ em 3 FA2D/E/F_N  
       FA2D/E/F_B  

       

Legenda: FN2D/E/F = formulações com HPMC 3%. FN3D/E/F = formulações com HPMC 5%. 
FA1D/E/F = formulações com CMC 0,25%. FA2D/E/F = formulações com CMC 0,5%.  

_A = pH ácido ≈ 5,0. _N = pH neutro ≈ 6,5. _B = pH básico ≈ 8,0. Fonte: própria autoria. 

 

Para análise estatística da influência do pH em cada concentração de 

polímero analisada, os valores de D/M obtidos foram avaliados por meio do 

software IBM SPSS Statics 22, resultando o teste de normalidade de Shapiro-

Wilk em dados não paramétricos, sendo apresentados como mediana, mínimo e 

máximo. Para análise inferencial, tais valores de D/M passaram por 

transformação logarítmica e foram analisados por meio do teste ANOVA de duas 

vias, seguido do pós-teste de Tukey, sendo adotado o nível de significância de 

0,05.  
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3.6 Avaliação da concentração de AM na formulação selecionada 

 

A formulação selecionada para realizar a avaliação espectroscópica da 

agregação em diferentes concentrações do FS foi preparada a partir da 

dispersão do CMC em solução contendo o metilparabeno previamente 

solubilizado em propilenoglicol. À parte, o xilitol e o SDS foram solubilizados em 

água purificada e essa solução foi vertida sobre o polímero. O ajuste de pH foi 

realizado com qs de solução de ácido clorídrico a 0,1 M para atingir o pH 5,0. 

Essa preparação foi dividida em três porções (para que fossem avaliadas 3 

concentrações de AM), sendo cada uma delas novamente dividida em três partes 

para serem obtidas as triplicatas (identificadas por A/B/C). Em cada réplica foi 

adicionada quantidade apropriada da SEAM, seguindo as concentrações de 

0,002%, 0,005% e 0,010% do AM, obtendo ao final, 9 preparações, conforme 

esquematizado na Figura 7: 

 

Figura 7 – Esquema de preparo das formulações em diferentes concentrações 
de AM, partindo de uma mesma concentração de CMC na presença de SDS 

 
 

                  F002A  
                    F002 ➔ ÷ em 3     F002B     0,002% AM 

            F002C 
            
       0,5% CMC +            HCl 0,1 M       F005A 
      (MP + PPG) +  ➔      qs         ➔ ÷ em 3    F005 ➔ ÷ em 3    F005B     0,005% AM 
(Xilitol + SDS + Água)                pH 5,0                    F005C 

 
         F010A 

                        F010 ➔ ÷ em 3     F010B     0,010% AM 
            F010C 
 

 
Legenda: CMC = carboximetilcelulose. MP = Metilparabeno. PPG = propilenoglicol. SDS = 

dodecil sulfato de sódio. AM = azul de metileno. HCl = ácido clorídrico. qs = quantidade 
suficiente. F002 = formulação com 0,002% de AM. F005 = formulação com 0,005% de AM. 

F010 = formulação com 0,01% de AM. Fonte: própria autoria. 

 

As formulações foram preparadas em triplicata, para as três diferentes 

concentrações do AM, conforme esquematizado na Tabela 4 e, então realizada 

a determinação da razão D/M de acordo com o item 3.2, descrito anteriormente, 

para avaliação espectroscópica da agregação. 

 

/ 

/ 

/ 



54 
 

Tabela 4 – Descrição quali-quantitativa das formulações contendo diferentes 
concentrações de AM com CMC e SDS 

INSUMOS 

FORMULAÇÕES 

F002 F005 F010 

A/B/C A/B/C A/B/C 

Azul de Metileno 0,002% 0,005% 0,010% 

Metilparabeno 0,1% 0,1% 0,1% 

Propilenoglicol 0,9% 0,9% 0,9% 

Xilitol 5% 5% 5% 

Carboximetilcelulose 0,5% 0,5% 0,5% 

Dodecil sulfato de sódio 0,25% 0,25% 0,25% 

Ácido clorídrico 0,1 M qs pH 5,0 pH 5,0 pH 5,0 

Água purificada qsp 100% 100% 100% 

Legenda: qs = quantidade suficiente. qsp = quantidade suficiente para. Fonte: própria autoria. 

 

3.7 Testes Microbiológicos 

Foram realizadas avaliações in vitro de incorporação e viabilidade em 

biofilme de Candida albicans. Sendo, na etapa de incorporação, avaliados 2 

grupos em 4 diferentes tempos, compostos por AM 0,005% em água (AM_A) ou 

em fórmula ácida de CMC (F_05) em 5, 10, 30 e 60 min.  

Já na etapa de viabilidade, foram testados 6 grupos, sendo o controle (CT) 

composto por água; grupo fórmula sem AM (F_Ø); grupo AM a 0,005% em água 

(AM_05); grupo AM a 0,010% em água (AM_10); grupo fórmula com AM a 

0,005% (F_05); grupo fórmula com AM a 0,010% (F_10), todos ajustados para 

pH 5,0 e com a descrição quali-quantitativa apresentada na Tabela 5.   

 

Tabela 5 – Descrição quali-quantitativa dos grupos de formulações submetidos 
aos testes microbiológicos em biofilme de C. albicans 

INSUMOS 
GRUPOS 

CT F_Ø  AM_A AM_05 AM_10 F_05 F_10 

Azul de Metileno - - 0,005% 0,005% 0,010% 0,005% 0,010% 

Metilparabeno - 0,1% - - - 0,1% 0,1% 

Propilenoglicol - 0,9% - - - 0,9% 0,9% 

Xilitol - 5% - - - 5% 5% 

Carboximetilcelulose - 0,5% - - - 0,5% 0,5% 

SDS - 0,25% - - - 0,25% 0,25% 

HCl 0,1 M qs pH 5,0 pH 5,0 - pH 5,0 pH 5,0 pH 5,0 pH 5,0 

Água purificada qsp 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 
 

Legenda: SDS = dodecil sulfato de sódio. HCl = ácido clorídrico. qs = quantidade suficiente. 
qsp = quantidade suficiente para. CT = controle em água pH ácido. F_Ø = fórmula sem AM. 

AM_A = AM 0,005% em água. AM_05 = AM 0,005% em água pH ácido. AM_10 = AM 0,010 em 
água pH ácido. F_05 = fórmula ácida com AM 0,005%. F_10 = fórmula ácida com AM 0,010%.  

Fonte: própria autoria. 



55 
 

 

Dessa forma, foi avaliada a incorporação em dois grupos ao longo de 

quatro diferentes tempos e foram testadas três diferentes condições de aPDT 

em seis grupos para avaliar a viabilidade. Os detalhes destes experimentos 

estão descritos posteriormente neste trabalho, mas podem ser observados 

resumidamente na Figura 8 a seguir: 

 

Figura 8 – Resumo dos grupos e condições de aPDT avaliadas nos testes 
microbiológicos 

 
 

INCORPORAÇÃO  VIABILIDADE 

   
Grupos     Tempos  Grupos Condições aPDT 

     

AM_A 5 min 
 
 

10 min 
 
 

30 min 
 
 

60 min 

 CT 
 

5 min escuro   
27 min irradiação 

60,4 J/cm2  F_Ø 
 

  
AM_05 

5 min escuro  
27 min irradiação 

60,4 J/cm2 

+ 5 min escuro  
27 min irradiação 

60,4 J/cm2 

 
 
 

F_05 

 

AM_10 

 F_05 
 

 
5 min escuro  

54 min irradiação 
120,8 J/cm2 

 F_10 

 
Legenda: AM_A = AM 0,005% em água. F_05 = fórmula ácida com AM 0,005%. CT = controle 
em água pH ácido. F_Ø = fórmula sem AM. AM_05 = AM 0,005% em água pH ácido. AM_10 = 

AM 0,010 em água pH ácido. F_10 = fórmula ácida com AM 0,010%. Fonte: própria autoria. 
 

 
3.7.1 Preparo do Biofilme 

A levedura Candida albicans (ATCC 10231) foi cultivada em meio ágar 

Sabouraud dextrose Kasvi (Curitiba, Brasil) a 37°C, por 24 horas. Os fungos 

foram recolhidos e transferidos para tubo contendo solução tampão fosfato 

salino (PBS, do inglês Phosphate Buffer Saline; pH = 7,2, 137 mol/L NaCl, 2,7 

mM KCl, 8,1 mM Na2HPO4, 1,47 mM KH2PO4 - Synth). Após a preparação da 

suspensão foi realizada a contagem para a certificação do número de células 

utilizando-se Câmara de Neubauer.  
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Para os ensaios de incorporação foram utilizadas microplacas de 24 

poços, sendo adicionados 300 µL de soro fetal bovino (FBS, do inglês fetal 

bovine serum) Vitrocel (São Paulo, Brasil) aos poços por 24 horas. Em seguida, 

o FBS foi retirado e foi adicionada em cada um dos poços 600 µL de meio caldo 

Sabouraud dextrose Kasvi (Curitiba, Brasil) juntamente com 200 µL da 

suspensão de C. albicans (1,0 x 108 células/mL), incubando a 37°C sob agitação 

de 50 rpm durante 24h para formação do biofilme maduro. 

Para os ensaios de viabilidade, a mesma metodologia descrita foi 

empregada, entretanto foram utilizadas microplacas de 48 poços com 200 µL de 

FBS, 300 µL de meio caldo Sabouraud dextrose e 200 µL da suspensão de C. 

albicans (5,0 x 107 células/mL) em cada poço, sendo incubado a 37º C sob 

agitação de 50 rpm por 24h e 48h para avaliação do biofilme em dois diferentes 

estágios, maturação e dispersão. 

 

3.7.2 Avaliação in vitro de incorporação em biofilme de Candida albicans 

Com o biofilme formado, o sobrenadante foi descartado e lavado com 

PBS. Em seguida, o biofilme foi tratado com 1.000 µL de AM a 0,005% veiculado 

em água deionizada estéril (AM_A) ou em formulação ácida de CMC 0,5% 

contendo 0,25% de SDS (F_05). O biofilme foi mantido por período variável de 

incubação no escuro. Após tempos de 5, 10, 30 e 60 min, 800 µL do conteúdo 

dos respectivos poços foi transferido para microtubos, sendo adicionados 40 µL 

de solução aquosa de SDS a 5% apenas às soluções AM_A, a fim de atingir a 

concentração de 0,25% de SDS, igualando às formulações. Em seguida todos 

os tubos foram centrifugados por 5 min a 5.000 rpm, equivalente à força 

centrífuga relativa 2,4 xg. O sobrenadante foi coletado e os espectros de 

absorção foram registrados entre 250 e 800 nm em espectrofotômetro UV-visível 

UV-1800 (Shimadzu, Japão), usando uma cubeta de quartzo de 2 mm de 

caminho óptico, com a finalidade de quantificar monômeros em comprimento de 

onda máximo de 663 nm. As análises foram feitas em triplicata e em dois 

experimentos independentes. Para determinação da incorporação, foi utilizada a 

seguinte fórmula: 

Incorporação (%) =
(𝐶𝑖 − 𝐶𝑓)

𝐶𝑖
. 100 
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Onde:  

Ci = concentração inicial 

Cf = concentração final registrada 

 

O teste de normalidade de Shapiro-Wilk apontou que os valores de % de 

incorporação eram não paramétricos. Dessa forma, os mesmos estão sendo 

apresentados como mediana, mínimo e máximo. Para análise inferencial os 

valores de D/M passaram por transformação logarítmica e foram analisados por 

meio do teste ANOVA duas vias, seguido do pós-teste de Tukey, com nível de 

significância de 0,05 através da utilização do software IBM SPSS Statics 22. 

 

3.7.3 Avaliação in vitro de viabilidade em biofilme de Candida albicans 

Com o biofilme formado, o sobrenadante foi descartado e lavado com 

PBS. Em seguida, o biofilme foi tratado com 200 µL das formulações de AM em 

concentração de 0,005% (F_05) e 0,010% (F_10), havendo poços mantidos 

como controle em água em pH ácido (CT), outros somente com a formulação 

base (F_Ø) além de poços tratados com AM em água, nas mesmas 

concentrações usadas nas formulações (AM_05 e AM_10). Após o tempo de 

incubação no escuro de 5 min, os tratamentos foram retirados e o biofilme 

passou por lavagem com PBS, sendo mantidos 300 µL de PBS em cada poço 

antes de ser irradiado em dispositivo LED (BioLambda, São Paulo, Brasil) com 

os parâmetros de comprimento de onda de 660 ± 10 nm, irradiância de 37,3 

mW/cm2, sendo avaliados em três diferentes condições de tempo: durante 27 

min obtendo uma exposição radiante de 60,4 J/cm2, com dupla aplicação de 

tratamento e irradiação de 27 min em cada ciclo ou durante 54 min direto obtendo 

uma exposição radiante de 120,8 J/cm2 nas duas últimas situações. No duplo 

tratamento, passados os 27 min iniciais de iluminação, o PBS foi retirado dos 

poços e 200 µL de cada grupo de tratamento foi adicionado, mantidos por mais 

5 min de incubação no escuro e retirados em seguida, sendo então levados 

novamente para irradiação com 300 µL de PBS em cada poço, por mais 27 min 

totalizando 54 min de iluminação. Ao término da irradiação o biofilme foi desfeito 

com agitação no Vórtex por 1 min e em seguida, 20 µL foi diluído em 180 µL de 

PBS. Posteriormente, foi retirada uma alíquota que passou por diluições seriadas 
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(10-1 a 10-5) e 15 µL de cada diluição foi semeado na forma de uma linha em 

placa de Petri contendo o meio de cultura ágar Sabouraud dextrose Kasvi 

(Curitiba, Brasil). As placas foram incubadas por 24h a 37°C, e o número de 

unidades formadoras de colônias (UFC/mL), foi contado. 

A análise estatística inferencial dos dados de Log UFC/mL para os 

experimentos com uma única irradiação (27 ou 54 min) e para o tratamento com 

2 irradiações de 27 min cada, foram feitas por ANOVA uma via seguido pelo pós-

teste de Tukey, empregando o software IBM SPSS Statics 22. A fim de comparar 

os esquemas de tratamentos de dupla irradiação de 27 min cada e única 

irradiação de 54 min, foi realizada a análise inferencial por ANOVA duas vias 

seguido pelo pós-teste de Tukey, sendo adotado o nível de significância de 0,05 

para todas as análises de viabilidade. 

 

3.8 Testes físico-químicos de estabilidade 

A formulação veiculada em água, contendo CMC 0,5%, AM 0,005%, SDS 

0,25%, Metilparabeno 0,1%, Propilenoglicol 0,9%, Xilitol 5% e qs de HCl 0,1 M 

para alcançar pH 5,0, teve sua estabilidade avaliada através de testes físico-

químicos ao longo do período de 1 ano, em temperatura ambiente, conforme sua 

condição de armazenamento sugerida como um medicamento de base aquosa.  

Os testes físico-químicos foram realizados de acordo com a metodologia 

farmacopeica (BRASIL, 2019a) determinando inicialmente o aspecto a partir das 

características organolépticas: aparência, cor e odor. 

A determinação do pH foi realizada conforme descrito anteriormente no 

item 3.5. 

A identificação da forma monomérica do AM foi realizada por análise 

espectrofotométrica, em comprimento de onda de 663 nm, cuja quantificação 

feita por absorção, relaciona a quantidade de luz absorvida e a concentração da 

substância, conforme a lei de Beer em espectrofotômetro UV-visível. 

Os valores de absorbância em 623 nm e 663 nm foram coletados de 

acordo com o já anteriormente descrito item 3.2 e utilizados para o cálculo da 

razão D/M a fim de avaliar a agregação do AM na formulação. 
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As avaliações e os registros foram realizados em triplicata e em três 

diferentes momentos ao longo de 1 ano: tempo inicial (TØ), 6 meses (T6) e 12 

meses (T12). 

A análise dos dados de estabilidade da formulação através das medidas 

de pH, quantificação do monômero do AM e a razão D/M, demonstrou dados não 

paramétricos no teste de normalidade de Shapiro-Wilk realizado no software IBM 

SPSS Statics 22. Para análise inferencial, tais valores passaram por 

transformação logarítmica e foram analisados por meio do teste ANOVA uma 

via, seguido do pós-teste de Tukey, sendo adotado o nível de significância de 

0,05.  
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4 RESULTADOS  

4.1 Preparo das Formulações  

Inicialmente foi realizado o preparo de um protótipo da formulação 

contendo o AM associado ao polímero não-iônico, edulcorante e surfactante, 

para avaliação da farmacotécnica de preparo e realizadas adaptações para 

padronizar os processos. Estes protótipos foram avaliados quanto à razão D/M 

e os espectros de absorção obtidos estão apresentados na Figura 9. 

 

Figura 9 – Espectros dos protótipos formulados com 0,005% de AM veiculado 
em diferentes concentrações de polímero não-iônico HPMC, na presença ou  

ausência de 0,25% de SDS 

 
Legenda: A - amostras FN1A/B/C (HPMC a 1% sem SDS). B - amostras FN1D/E/F (HPMC a 

1% com SDS). C - amostras FN2A/B/C (HPMC a 3% sem SDS). D - amostras FN2D/E/F 
(HPMC a 3% com SDS). E - amostras FN3A/B/C (HPMC a 5% sem SDS).  

F - amostras FN3D/E/F (HPMC a 5% com SDS). Fonte: própria autoria. 
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Apesar do posicionamento das bandas ser similar nas diferentes amostras 

de protótipos, é possível visualizar diferenças nas intensidades das bandas em 

uma triplicata. Uma vez que as formulações (dentro da triplicata) deveriam conter 

a mesma concentração de AM e do polímero, acredita-se que a farmacotécnica 

de preparo necessitaria de adaptação, de forma a uniformizar a quantidade de 

AM. Neste sentido, nas etapas seguintes partiu-se de uma mesma solução de 

AM para o preparo de todas as formulações, conforme metodologia adaptada. 

A agregação do AM nas formulações preparadas conforme a 

farmacotécnica inicial para os protótipos feitos em três diferentes concentrações 

de HPMC, com e sem SDS, foi avaliada. A visualização desses dados dos 

protótipos avaliados está disponível na Figura 10. 

 

Figura 10 – Razões (D/M)a dos protótipos contendo 0,005% de AM veiculado em 
diferentes concentrações de polímero não-iônico HPMC, na presença ou 

ausência de 0,25% de SDS 

 
 

aD/M = A614/A662. Legenda: D/M = dímero/monômero.  HPMC = hidroxipropilmetilcelulose. SDS 
= dodecil sulfato de sódio.  Grupos que compartilham a mesma letra não apresentam 

diferenças significantes entre si.  Fonte: própria autoria. 

 

Nas formulações sem tensoativo contendo AM a 0,005%, o valor da razão 

D/M encontrado na presença de HPMC 1% foi de 0,736 (0,731 – 0,785), 

passando a 0,718 (0,680 – 0,718) ao aumentar a concentração de HPMC para 

3% e chegando a 0,678 (0,646 – 0,730) com HPMC 5%. Nas formulações 

contendo AM a 0,005% associado ao SDS a 0,25%, o valor da razão D/M 
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encontrado na presença de HPMC 1% foi de 0,601 (0,580 – 0,676), passando a 

0,612 (0,590 – 0,652) ao aumentar a concentração de HPMC para 3% e 

chegando a 0,600 (0,592 – 0,618) com HPMC 5%. A análise estatística mostrou 

que não há diferença nos valores de D/M associadas ao aumento da 

concentração de polímero, tanto em presença quanto em ausência de SDS (p > 

0,05). Porém, foi possível identificar redução significante nos valores de D/M da 

formulação HPMC 1% sem SDS em relação a todas as formulações com SDS: 

HPMC 1% e 3% (p =0,006) e, HPMC 5% (p = 0,002). Além de HPMC 3% sem 

SDS em relação à HPMC 5% com SDS (p = 0,0028).  

Neste sentido, acredita-se que a presença de SDS se faz essencial na 

formulação para controle da agregação do AM, bem como o aumento da 

concentração de polímero também parece desfavorecer a agregação do AM. 

Além disso, a variabilidade nos valores D/M na presença de SDS e 5% de HPMC 

foi menor.  

Com base na análise dos espectros, optou-se por realizar ajustes à 

metodologia de preparo das formulações. O principal ajuste na metodologia de 

preparo e que, deve ser um ponto de atenção em estudos similares a este, bem 

como, em processos de produção de formulações de AM em pequena 

quantidade, foi a necessidade de produzir a SEAM padronizada a 1 mg/mL 

(0,1%) a partir da qual as formulações foram preparadas. Isso porque se trata de 

baixas concentrações do AM nas formulações finais, de modo que o preparo de 

pequenas quantidades de formulação à partir do corante em pó, leva à 

significativas variações de concentração do AM em diferentes lotes de produção 

de formulação. O método resultante destes ajustes foi descrito na metodologia 

do estudo, sendo que o mesmo foi utilizado tanto para preparo de formulações 

com HPMC quanto com CMC.  

 

4.2 Determinação da razão D/M do AM nas formulações  

4.2.1 Formulações contendo o polímero HPMC 

Foram refeitas as formulações aumentando a concentração de Xilitol para 

5% de preparo e adotando nova farmacotécnica a fim de obter diferenças menos 
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relevantes na análise espectrofotométrica entre as réplicas formuladas 

individualmente.  

As formulações obtidas por meio da metodologia final estabelecida 

resultaram em espectros de absorção das réplicas se sobrepondo, apontando 

que tal farmacotécnica conferiu maior reprodutibilidade no preparo das 

formulações e gerando uma melhor padronização na concentração de AM, 

conforme demonstrado na Figura 11.  

Figura 11 – Espectros das formulações contendo 0,005% de AM veiculado em 
diferentes concentrações de polímero não-iônico HPMC, na presença ou 

ausência de 0,25% de SDS 

 
Legenda: A - amostras FN1A/B/C (HPMC a 1% sem SDS). B - amostras FN1D/E/F (HPMC a 

1% com SDS). C - amostras FN2A/B/C (HPMC a 3% sem SDS). D - amostras FN2D/E/F 
(HPMC a 3% com SDS). E - amostras FN3A/B/C (HPMC a 5% sem SDS). F - amostras 

FN3D/E/F (HPMC a 5% com SDS).  
Fonte: própria autoria. 

 

Tal como para os protótipos, as bandas de absorção obtidas nesses 

espectros apontaram picos em 614 nm para dímeros e em 662 nm para 
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monômeros, cujos valores foram mantidos para cálculo da razão D/M, uma vez 

que matematicamente não foi possível ajustar adequadamente a deconvolução, 

de acordo com o gráfico gerado no Anexo C-1, no qual é possível visualizar que 

a curva permaneceu levemente deslocada. As razões D/M obtidas estão 

expostas na Figura 12. 

 
Figura 12 – Razões (D/M)a das amostras contendo 0,005% de AM veiculado em 

diferentes concentrações de polímero não-iônico HPMC, na presença ou 
ausência de 0,25% de SDS 

 

 
 

aD/M = A614/A662. Legenda: D/M = dímero/monômero. HPMC = hidroxipropilmetilcelulose.  
SDS = dodecil sulfato de sódio. Grupos que compartilham a mesma letra não apresentam 

diferenças significantes entre si.  Fonte: própria autoria. 

 

A análise das formulações elaboradas pela farmacotécnica adaptada que 

teve o AM a 0,005% como ponto de partida, resultou nos seguintes valores da 

razão D/M nas preparações sem tensoativo: na presença de HPMC 1% foi de 

0,778 (0,769 – 0,802), passando a 0,738 (0,734 – 0,738) na concentração de 

HPMC 3% e chegando a 0,686 (0,685 – 0,709) com HPMC 5%. Desta forma, 

conforme indicado pela análise estatística houve redução significativa nos 

valores D/M com o aumento da concentração de polímero na ausência de SDS.  

Por outro lado, nas formulações contendo AM a 0,005% associado ao 

SDS a 0,25% os valores D/M foram significantemente menores que na ausência 

de SDS (p < 0,001). Além disso, na presença de SDS o aumento na 
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concentração de HPMC não causou diferenças significantes nos valores de D/M 

sendo 0,546 (0,546 – 0,548) para HPMC 1%, 0,553 (0,550 – 0,557) para HPMC 

3% e 0,552 (0,551 – 0,558) para HPMC 5%. 

Em ambas as técnicas obtivemos menores valores de agregação nas 

formulações contendo SDS (p < 0,006), sendo que o aumento da concentração 

do polímero não-iônico HPMC não influenciou no valor da razão D/M, ou seja, 

esse aumento de viscosidade não provoca diferença significativa da agregação 

do AM ao elevar a porcentagem do HPMC (p > 0,05). Além disso, com essa 

farmacotécnica adaptada a variabilidade entre os valores D/M também foi menor, 

indicando que as adaptações foram bem-sucedidas. 

 

4.2.2 Formulações contendo o polímero CMC 

Independentemente da concentração do polímero CMC empregado, os 

picos de monômeros apresentados nos espectros de absorção foram estáveis 

nas formulações com ou sem SDS, sendo respectivamente 661 nm e 667 nm. 

Já para dímeros foi observado que os picos aumentam gradativamente conforme 

a concentração do polímero aniônico é elevada na ausência do SDS, variando 

de 610 a 612 nm.  

No entanto, na presença do surfactante não foi detectado um valor 

específico de pico para a forma agregada de AM, conforme as bandas de 

absorção que podem ser verificadas nos espectros demonstrados a seguir na 

Figura 13. Assim como observado anteriormente para o HPMC, os espectros de 

absorção das réplicas das formulações com CMC são bastante similares 

refletindo a reprodutibilidade no preparo das formulações em relação à 

concentração de AM. 

Com base nestes espectros de absorção foram extraídos os valores para 

a determinação da agregação (D/M) e, para ter mais segurança foi optado por 

adotar os valores obtidos na deconvolução, visto que o gráfico gerado 

apresentou adequada sobreposição, conforme demonstrado no Anexo C-2, 

sendo adotados os valores de comprimentos de onda de absorção de 623 nm 

para dímeros e de 663 nm para monômeros, para o cálculo das razões D/M 

desse polímero.  
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Figura 13 – Espectros das formulações contendo 0,005% de AM veiculado em 
diferentes concentrações de polímero aniônico CMC, na presença ou ausência 

de 0,25% de SDS 
 

 
 

Legenda: A - amostras FA1A/B/C (CMC a 0,25% sem SDS). B - amostras FA1D/E/F (CMC a 
0,25% com SDS). C - amostras FA2A/B/C (CMC a 0,5% sem SDS). D - amostras FA2D/E/F 

(CMC a 0,5% com SDS). E - amostras FA3A/B/C (CMC a 1% sem SDS).  F - amostras 
FA3D/E/F (CMC a 1% com SDS).  Fonte: própria autoria. 

 

O valor da razão D/M em comprimentos de onda de 623 nm e 663 nm, 

respectivamente, nas formulações sem tensoativo contendo AM a 0,005% 

encontrado na presença de CMC 0,25% foi de 1,047 (1,041 – 1,053), havendo 

uma redução significativa e passando a 0,935 (0,920 – 0,956) ao aumentar a 

concentração de CMC para 0,5% e chegando a 0,843 (0,828 – 0,847) com CMC 

1%. Por outro lado, nas formulações contendo AM a 0,005% associado ao SDS 

a 0,25%, o valor da razão D/M encontrado na presença de CMC não apresentou 

diferença significante com a variação de concentração do polímero, sendo 0,488 

(0,486 – 0,488) a 0,25% de CMC, passando a 0,490 (0,488 – 0,496) ao aumentar 
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a concentração de CMC para 0,5% e chegando a 0,507 (0,507 – 0,576) com 

CMC 1%, conforme demonstrado no gráfico (Figura 14). 

 

Figura 14– Razões (D/M)a das amostras contendo 0,005% de AM veiculado em 
diferentes concentrações de polímero aniônico CMC, na presença ou ausência 

de 0,25% de SDS 

 

aD/M = A623/A663. Legenda: D/M = dímero/monômero. CMC = carboximetilcelulose.  
SDS = dodecil sulfato de sódio. Grupos que compartilham a mesma letra não apresentam 

diferenças significantes entre si. Fonte: própria autoria. 

 

É possível observar que houve redução dos valores de D/M com o 

aumento da concentração do polímero CMC na ausência do SDS (p < 0,05), 

enquanto na presença do tensoativo, os valores se mantêm constantes conforme 

é aumentada a concentração do polímero aniônico. A presença de SDS nas 

formulações contendo qualquer concentração de CMC apresenta redução 

significante da razão D/M (p < 0,001). Diante desses resultados verificou-se a 

necessidade de associação do polímero CMC ao tensoativo SDS para que seja 

possível ajustar a viscosidade da formulação sem que haja efeitos significantes 

na agregação do AM.  

Por fim, como os comportamentos frente à agregação são bastante 

similares entre os polímeros, optou-se por fazer um comparativo dos dados das 

razões D/M obtidas com as formulações utilizando os diferentes polímeros.  Para 

isso, foi adotada a segunda farmacotécnica de preparo das formulações com o 

HPMC e os picos de dímero e monômero foram padronizados conforme 
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especificado anteriormente para cada polímero. O gráfico comparativo está 

apresentado na Figura 15. 

 

Figura 15 – Comparação das razões D/M das amostras contendo 0,005% de AM 
veiculado em diferentes concentrações de polímero não-iônico (HPMC)a e 

aniônico (CMC)b na ausência ou presença de 0,25% de SDS 

 
aD/M(HPMC) = A614/A662. bD/M(CMC) = A623/A663.  

Legenda: D/M = dímero/monômero. HPMC = hidroxipropilmetilcelulose. SDS = dodecil sulfato 
de sódio. CMC = carboximetilcelulose. Grupos que compartilham a mesma letra não 

apresentam diferenças significantes entre si. Fonte: própria autoria. 

 

Na ausência de SDS os valores de D/M são maiores em relação à 

presença de SDS, para ambos os polímeros estudados, em todas as 

concentrações de polímeros utilizadas. Isto é, observou-se que, 

independentemente do caráter iônico do polímero, foi obtida redução da razão 

D/M na presença do SDS (p < 0,001).  

Nota-se também que na ausência do SDS, tanto na formulação com 

HPMC como CMC, houve redução dos valores de agregação com o aumento da 

concentração dos polímeros.  

Os valores D/M na ausência de SDS são maiores na presença de CMC 

do que na presença de HPMC. Por outro lado, na presença de SDS os valores 
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de D/M são menores na presença de CMC do que na presença de HPMC (p < 

0,05). 

No caso do CMC a 1%, no entanto, houve maior agregação em relação 

ao CMC 0,25% e 0,5% ficando equivalente aos valores obtidos para qualquer 

concentração do polímero HPMC na presença do tensoativo (p = 0,507).  

 

4.3 Determinação da viscosidade e da densidade das Formulações  

Partindo dos resultados da determinação da razão D/M do AM, optou-se 

por prosseguir as análises físico-químicas das preparações sempre formuladas 

na presença do surfactante, favorecendo dessa forma o controle da agregação 

do FS. A avaliação da viscosidade das formulações determinada por vibro 

viscosímetro e o cálculo da viscosidade absoluta a partir dos resultados obtidos 

da densidade específica, determinada com auxílio de densímetro de 

concentração, foi realizada nas mesmas três concentrações dos polímeros não-

iônico ou aniônico (inferior, média e superior) das formulações contendo, AM a 

0,005% e SDS a 0,25%, conforme valores apresentados na Figura 16.  

 

Figura 16 – Comparação das viscosidades (cP) das amostras contendo 0,005% 
de AM e 0,25% de SDS veiculados em diferentes concentrações (inferior, média e 

superior) de polímero não-iônico (HPMC) e aniônico (CMC)  

 
 

Legenda: AM = azul de metileno. SDS = dodecil sulfato de sódio. HPMC = 
hidroxipropilmetilcelulose. CMC = carboximetilcelulose. Fonte: própria autoria. 
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Na presença de HPMC 1% o valor médio da viscosidade foi de 14,60±0,51 

cP, passando a 107,50±27,43 cP ao aumentar a concentração de HPMC para 

3% e chegando a 445,02±11,91 cP com HPMC 5%. Já na presença de CMC 

0,25% foi de 32,12±0,85 cP, passando a 110,78±0,97 cP ao aumentar a 

concentração de CMC para 0,5% e chegando a 480,24±20,79 cP com CMC 1%.  

É possível visualizar no gráfico exposto na Figura 17 que um pequeno 

aumento na concentração do polímero aniônico CMC causa um incremento 

pronunciado na viscosidade.  

 

Figura 17 – Comparação das viscosidades (cP) das amostras contendo 0,005% 
de AM e 0,25% de SDS veiculados de acordo com as concentrações (%) de 

polímero não-iônico (HPMC) e aniônico (CMC)  

 
Legenda: AM = azul de metileno. SDS = dodecil sulfato de sódio.  
HPMC = hidroxipropilmetilcelulose. CMC = carboximetilcelulose.  

Fonte: própria autoria. 

 

Após análise da viscosidade foram escolhidas as quatro concentrações 

de polímeros que apresentaram formulações com valores entre 30 e 450 cP para 

prosseguir com as avaliações das razões D/M em variados valores de pH, sendo 

eliminadas as que apresentaram menor e maior viscosidade na avaliação geral. 

Permaneceram no estudo as formulações com o polímero não-iônico HPMC na 

concentração de 3% e 5%, identificadas por FN2 e FN3; e as formulações com 

o polímero aniônico CMC na concentração de 0,25% e 0,5%, identificadas por 

FA1 e FA2.  

 

0

100

200

300

400

500

0 1 2 3 4 5 6

V
is

co
si

d
ad

e
 (

cP
)

[polímero] %

HPMC

CMC



71 
 

 

4.4 Determinação do pH das Formulações  

A determinação do pH de todas as amostras contendo AM a 0,005% e 

SDS a 0,25%, nas três concentrações dos polímeros de caráter não-iônico e 

aniônico, foi realizada em pHmetro com eletrodo de vidro, obtendo os seguintes 

valores em cada formulação: HPMC 1% foi de 6,26 (6,12 – 6,28), HPMC 3% foi 

de 6,40 (6,31 – 6,46), HPMC 5% foi de 6,46 (6,37 – 6,47), CMC 0,25% foi de 

6,63 (6,63 – 6,70), CMC 0,5% foi de 6,67 (6,57 – 6,70) e CMC 1% foi de 6,67 

(6,67 – 6,72). Todas as formulações foram consideradas como de pH neutro com 

tais valores obtidos em torno de 6,5. Dessa forma, as preparações foram 

divididas em 3 porções conforme esquema apresentado em metodologia (Figura 

6) para ajuste do pH e obtenção de amostras em pH ácido, neutro e básico, 

identificadas respectivamente pelos radicais _A, _N e _B, as quais foram 

submetidas à avaliação da influência do pH na razão D/M.  

 

4.5 Determinação da razão D/M do AM nas formulações em função do pH 

Os valores de pH das formulações, após ajuste em ácido, neutro e básico, 

estão descritos a seguir na Tabela 6: 

 
Tabela 6 – Valores de pH das formulações em triplicata  

 

FORMULAÇÕES pH _Á (ácido) pH _N (neutro) pH _B (básico) 

FN2 (HPMC 3%) 5,0 (4,9 – 5,2) 6,2 (6,1 – 6,2) 8,3 (8,3 – 8,4) 

FN3 (HPMC 5%) 5,0 (4,8 – 5,0) 6,3 (6,2 – 6,3) 8,2 (8,1 – 8,3) 

FA1 (CMC 0,25%) 5,3 (5,3 – 5,4) 6,8 (6,7 – 6,9) 8,4 (8,3 – 8,6) 

FA2 (CMC 0,50%) 5,4 (5,2 – 5,4) 6,8 (6,7 – 6,9) 8,3 (8,1 – 8,4) 
Legenda: HPMC = hidroxipropilmetilcelulose. CMC = carboximetilcelulose.  

Fonte: própria autoria. 

 

As réplicas das formulações de AM contendo SDS (D/E/F) com pH 

ajustados para ácido (_A), neutro (_N) e básico (_B), tiveram a agregação do AM 

avaliada por meio da análise espectrofotométrica, sendo determinada a razão 

D/M através dos valores das bandas de absorção especificadas para cada 

polímero, conforme dados apresentados no próximo item. 
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4.5.1 Formulações contendo o polímero não-iônico HPMC em pH variados 

A agregação do AM foi avaliada nas formulações com SDS em duas 

diferentes concentrações de HPMC (3% e 5%), resultando nos seguintes 

espectros conforme demonstrado na Figura 18.  

 

Figura 18 – Espectros das formulações contendo 0,005% de AM e 0,25% de SDS 
veiculados em diferentes concentrações de polímero não-iônico HPMC, em pH 

ácido, neutro e básico 

 
Legenda: A - amostras FN2D/E/F_A (HPMC a 3% pH ácido). B - amostras FN3D/E/F_A  

(HPMC a 5% pH ácido). C – amostras FN2D/E/F_N (HPMC a 3% pH neutro).  
D – amostras FN3D/E/F_N (HPMC a 5% pH neutro). E – amostras FN2D/E/F_B  
(HPMC a 3% pH básico). F – amostras FN3D/E/F_B (HPMC a 5% pH básico).  

Fonte: própria autoria. 

 

Os espectros de absorção obtidos das réplicas das formulações com 

HPMC em pH ácido, neutro e básico demonstram similaridade em relação à 

concentração do AM e a partir dos valores obtidos foi determinada a agregação 

do AM a 0,005% nas formulações com SDS a 0,25%. 

Os valores de razão D/M em pH ácido foram de 0,590 (0,588 – 0,592) 

para HPMC 3% e de 0,600 (0,598 – 0,602) para HPMC 5%. Em pH neutro foram 
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de 0,596 (0,589 – 0,599) para HPMC 3% e de 0,604 (0,602 – 0,606) para HPMC 

5%. E em pH básico foram de 0,607 (0,598 – 0,614) para HPMC 3% e de 0,614 

(0,610 – 0,620) para HPMC 5%. O gráfico das razões D/M pode ser visualizado 

na Figura 19 a seguir. 

 

Figura 19 – Razões (D/M)a das amostras contendo 0,005% de AM e 0,25% de SDS 
veiculados em diferentes concentrações de polímero não-iônico HPMC, em pH 

ácido, neutro e básico 

 

aD/M = A614/A662. Legenda: D/M = dímero/monômero. HPMC = hidroxipropilmetilcelulose. 
Grupos que compartilham a mesma letra não apresentam diferenças significantes entre si. 

Fonte: própria autoria. 

 

 A razão D/M é significativamente menor na formulação de HPMC a 3%, 

em pH ácido e neutro. Tal como observado para o polímero em concentração a 

5%, também não houve diferença significante na D/M entre o pH ácido e neutro. 

Porém, quando comparado ao pH básico, há diferença estatística em relação ao 

pH ácido que é significativamente menor em qualquer uma das duas 

concentrações analisadas.  



74 
 

4.5.2 Formulações contendo o polímero aniônico CMC em pH variados 

A avaliação da agregação do AM foi realizada nas formulações com SDS 

em duas diferentes concentrações de CMC (0,25% e 0,5%), sendo os espectros 

apresentados na Figura 20.  

 

Figura 20 – Espectros das formulações contendo 0,005% de AM e 0,25% de SDS 
veiculados em diferentes concentrações de polímero aniônico CMC, em pH 

ácido, neutro e básico 

 
Legenda: A - amostras FA1D/E/F_A (CMC a 0,25% pH ácido). B - amostras FA2D/E/F_A  

(CMC a 0,5% pH ácido). C – amostras FA1D/E/F_N (CMC a 0,25% pH neutro). D – amostras 
FA2D/E/F_N (CMC a 0,5% pH neutro). E – amostras FA1D/E/F_B (CMC a 0,25% pH básico).  

F – amostras FA2D/E/F_B (CMC a 0,5% pH básico). Fonte: própria autoria. 

 

Da mesma forma como observado nas formulações de HPMC, os 

espectros de absorção das réplicas das formulações com CMC em pH ácido, 

neutro e básico apresentam similaridade em termos dos comprimentos de onda 

dos máximos de absorção e em intensidade, sendo empregados os valores 

obtidos para determinação da agregação do AM a 0,005% nas formulações com 

SDS a 0,25%.  
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Em pH ácido, os valores de razão D/M considerando os valores dos 

máximos de absorção em 623 nm para dímeros e em 663 nm para monômeros 

foram de 0,500 (0,499 – 0,500) para CMC 0,25% e de 0,498 (0,498 - 0,498) para 

CMC 0,5%; em pH neutro foram de 0,504 (0,503 – 0,504) para CMC 0,25% e de 

0,502 (0,502 - 0,506) para CMC 0,5% e em pH básico foram de 0,508 (0,507 – 

0,508) para CMC 0,25% e de 0,505 (0,504 - 0,508) para CMC 0,5%. O gráfico 

representando esses dados está exposto na Figura 21. 

 

Figura 21 – Razões (D/M)a das amostras contendo 0,005% de AM e 0,25% de SDS 
veiculados em diferentes concentrações de polímero aniônico (CMC), em pH 

ácido, neutro e básico 

 
aD/M = A623/A663. Legenda: D/M = dímero/monômero. CMC = carboximetilcelulose. 

Grupos que compartilham a mesma letra não apresentam diferenças significantes entre si. 
Fonte: própria autoria. 

 

A variação da concentração do polímero aniônico CMC a 0,25% ou 0,5% 

não influencia na razão D/M em cada tipo de pH avaliado entre si. O pH ácido 

promove uma significativa redução da razão D/M comparativamente ao pH 

neutro e ao pH básico, nas formulações de CMC em qualquer concentração 

avaliada. A fórmula alcalina de CMC 0,5% não apresenta diferença significante 

em relação às formulações de pH neutro. 
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Ao analisar os dados de todos os polímeros e concentrações 

conjuntamente, nota-se que o CMC em qualquer concentração e em qualquer 

pH resulta em menor agregação do AM comparativamente ao HPMC, conforme 

apresentado na Figura 22. 

 

Figura 22 – Comparação das razões D/M das amostras contendo 0,005% de AM e 
0,25% de SDS veiculados em diferentes concentrações de polímero não-iônico 

(HPMC)a e aniônico (CMC)b, em pH ácido, neutro e básico 

 
aD/M(HPMC) = A614/A662. bD/M(CMC) = A623/A663.  

Legenda: D/M = dímero/monômero. HPMC = hidroxipropilmetilcelulose.  
CMC = carboximetilcelulose. Grupos que compartilham a mesma letra não apresentam 

diferenças significantes entre si. Fonte: própria autoria. 

 
 Interessante notar que nessa análise estatística inferencial conjunta a 

análise dos dados do CMC permanece inalterada, entretanto, a comparação 

entre as diferentes concentrações do HPMC, deixou de apresentar diferença 

significativa (como visto na Figura 19), passando a ser estatisticamente igual 

para 3% e 5% de HPMC em pH ácido e neutro. É possível visualizar que as 

razões D/M do HPMC são mais elevadas e apesar do CMC ácido apresentar 
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menores valores de D/M em relação as demais faixas de pH, os valores são 

numericamente muito próximos. Esse aspecto poderia ser considerado para 

determinar uma maior flexibilidade de pH de trabalho no desenvolvimento das 

formulações, no entanto, o fato da razão D/M ser igual em pH neutro e alcalino 

na concentração de 0,5% de CMC nos leva a considerar a concentração de 0,5% 

do CMC em pH ácido como melhor opção para prosseguir com os testes, uma 

vez que o pH em torno de 5 irá também proporcionar maior estabilidade à 

formulação evitando degradação por hidrólise em meio neutro a alcalino. 

 

4.6 Determinação da razão D/M de diferentes concentrações do AM na 

formulação selecionada 

 Com base nos resultados anteriormente obtidos, foi selecionada a 

formulação com o polímero aniônico CMC em pH ácido e na concentração de 

0,5%, uma vez que demonstrou menor agregação do AM tal como a 

concentração de 0,25%, sobretudo conferindo maior viscosidade como 

vantagem adicional. Dessa forma as formulações foram preparadas com 

diferentes concentrações de AM, de acordo com a descrição quali-quantitativa 

apresentada na Tabela 4 do item 3.6 da metodologia, sendo gerados os 

seguintes espectros apresentados na Figura 23. 

 

Figura 23 – Espectros das formulações contendo 0,5% de CMC e 0,25% de SDS 
veiculadas em pH ácido com diferentes concentrações de AM 

 
Legenda: A - amostras F002A/B/C (0,002% de AM). B - amostras F005A/B/C (0,005% de AM).  

C – amostras F010A/B/C (0,010% de AM). D – todas as amostras anteriores juntas. Fonte: 
própria autoria. 

 

 Os picos de dímeros e monômeros podem ser observados para cada 

concentração de AM avaliada, com similaridade entre as réplicas, sendo que a 

Figura 23-D demonstra a proporcionalidade dos espectros de todas as amostras 

juntas conforme a variação da porcentagem utilizada do FS. A razão D/M foi 

definida em comprimentos de onda de 623 nm e 663 nm, não apresentando 

Absorbância Absorbância Absorbância Absorbância 

λ (nm) λ (nm) λ (nm) λ (nm) 
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diferença estatística entre as duas menores concentrações avaliadas do FS, 

sendo encontrados os seguintes valores: 0,480 (0,476 – 0,502) para 0,002% de 

AM, 0,496 (0,496 – 0,496) para 0,005% de AM e 0,624 (0,621 – 0,625) para 

0,010% de AM. O gráfico pode ser visto na Figura 24. 

 
Figura 24 – Comparação das razões (D/M)a das amostras contendo 0,5% de CMC 

e 0,25% de SDS veiculados em pH ácido com diferentes concentrações de AM 

 

aD/M = A623/A663. Legenda: D/M = dímero/monômero. CMC = carboximetilcelulose. SDS = 
dodecil sulfato de sódio. AM = azul de metileno. Grupos que compartilham a mesma letra não 

apresentam diferenças significantes entre si. Fonte: própria autoria. 

 

O aumento de concentração do FS na formulação demonstrou impactar 

na agregação do FS quando empregado 0,010% do AM, entretanto o mesmo 

não foi observado para a formulação de 0,005% que apesar de apresentar maior 

intensidade no espectro de absorção, a relação D/M se manteve equivalente à 

menor concentração avaliada de 0,002%. 

4.7 Avaliação in vitro de incorporação em biofilme de Candida albicans 

Os espectros registrados em triplicata e em dois experimentos 

independentes das amostras avaliadas conforme período variável de incubação 

no escuro em comprimento de onda máximo de 663 nm demonstraram em 

qualquer um dos tempos avaliados, maior taxa de incorporação para as 

preparações do AM em água comparativamente àquelas veiculadas em fórmula, 
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sendo a porcentagem ao longo do tempo nas preparações em água: 6,78% 

(3,43% – 9,16%) para 5 min; 6,92% (1,61% – 9,64%) para 10 min; 11,5% (7,73% 

– 14,3%) para 30 min; e, 18,2% (9,20% – 22,6%) para 60 min. A incorporação 

nas amostras veiculadas na formulação apresentou os seguintes resultados de 

acordo com os períodos de incubação no escuro: 2,99% (1,38% – 5,62%) para 

5 min; 1,00% (0,803% – 2,72%) para 10 min; 3,59% (1,12% – 6,65%) para 30 

min; e, 2,72% (1,12% – 4,78%) para 60 min, conforme exposto na Figura 25. 

 
Figura 25 – Incorporação (%) em biofilme de C. albicans de amostras contendo 
AM 0,005% veiculado em água ou fórmula após período variável de tempo de 

incubação (min)  

 
 

Legenda: AM_A = azul de metileno 0,005% em água deionizada estéril. F_05 = azul de 
metileno 0,005% em formulação ácida de CMC 0,5% contendo 0,25% de SDS.  

Grupos que compartilham a mesma letra não apresentam diferenças significantes entre si. 
Fonte: própria autoria. 

 

O AM veiculado em água apresenta maior incorporação 

comparativamente à formulação em qualquer um dos tempos analisados, sendo 

observada maior incorporação no maior tempo de incubação (aproximadamente 

18%), sem diferença estatística entre 60 e 30 min, nem entre os períodos de 5, 

10 e 30 min para amostras AM_A (incorporação por volta de 10%). Já para F_05 

não houve diferença significativa entre qualquer um dos tempos analisados, 

sendo a incorporação de aproximadamente 3%.  
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4.8 Avaliação in vitro de viabilidade em biofilme de Candida albicans 

Os tratamentos realizados em triplicata e em três experimentos 

independentes em biofilme de 24h com irradiação de 660 nm, 37,3 mW/cm2, 60,4 

J/cm2 durante 27 min apresentou redução significativa na contagem de UFC/mL 

em relação ao CT apenas para o grupo F_05 (redução de 0,22 Log UFC/mL), 

sem diferenças estatísticas entre os demais grupos (Figura 26). 

 

Figura 26 – Log UFC/mL Viabilidade em biofilme de 24h de C. albicans após 27 
min de irradiação 

 
 

 Legenda: CT = controle em água. F_Ø = formulação base. AM_05 = azul de metileno 0,005% 
em água. AM_10 = azul de metileno 0,010% em água. F_05 = azul de metileno 0,005% em 

fórmula. F_10 = azul de metileno 0,010% em fórmula. Grupos que compartilham a mesma letra 
não apresentam diferenças significantes entre si. Fonte: própria autoria. 

 

Com base em estudos prévios do grupo (MACHADO et al., 2023) optou-

se por avaliar a viabilidade do biofilme de C. albicans em fase de dispersão após 

crescimento de 48h. Além disso, no trabalho mencionado o efeito antimicrobiano 

foi significativo quando foi realizado duplo tratamento, o que nos levou a optar 

por realizar neste estudo este mesmo procedimento: após a aplicação de um 

ciclo de PDT, realiza-se novo tratamento com o FS e repetição de irradiação por 

mais 27 min empregando os mesmos parâmetros de comprimento de onda de 

660 nm, irradiância de 37,3 mW/cm2 e alcançando uma exposição radiante de 
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120,8 J/cm2. Diante do duplo tratamento foram obtidos os seguintes valores de 

redução de Log, em ordem crescente: 0,28 para F_Ø; 3,40 para AM_05; 3,45 

para F_10; 4,13 para AM_10; e, a maior redução foi obtida com a F_05 sendo 

de 4,26 Log, sem diferenças estatísticas entre elas e com significativa queda em 

comparação aos grupos CT e F_Ø, os quais não apontaram diferença 

estatisticamente significativa entre si, de acordo com o demonstrado na Figura 

27. 

 

Figura 27 – Log UFC/mL Viabilidade em biofilme de 48h de C. albicans após 2 
tratamentos de 27 min de irradiação cada 

 
 

Legenda: CT = controle em água. F_Ø = formulação base. AM_05 = azul de metileno 0,005% 
em água. AM_10 = azul de metileno 0,010% em água. F_05 = azul de metileno 0,005% em 

fórmula. F_10 = azul de metileno 0,010% em fórmula. Grupos que compartilham a mesma letra 
não apresentam diferenças significantes entre si. Fonte: própria autoria. 

  

A fim de determinar se realmente são necessárias 2 aplicações do FS ou 

se somente aumentar o tempo de irradiação seria suficiente para alcançar o 

efeito antimicrobiano nas amostras com biofilme de 48h, o experimento também 

avaliou os tratamentos feitos com o dobro do tempo de irradiação, sem nova 

aplicação de FS, mantendo os demais parâmetros iguais. Os resultados obtidos 

estão apresentados na Figura 28. 
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Figura 28 – Log UFC/mL Viabilidade em biofilme de 48h de C. albicans após 54 
min de irradiação 

 

 
 

Legenda: CT = controle em água. F_Ø = formulação base. AM_05 = azul de metileno 0,005% 
em água. AM_10 = azul de metileno 0,010% em água. F_05 = azul de metileno 0,005% em 

fórmula. F_10 = azul de metileno 0,010% em fórmula. Grupos que compartilham a mesma letra 
não apresentam diferenças significantes entre si. Fonte: própria autoria. 

 
 

Com apenas 1 ciclo de irradiação de 54 min, sem reaplicação de 

tratamento, as reduções de Log foram significativas para todas as amostras 

comparativamente ao CT e todos os FS também em relação à F_Ø, porém com 

reduções máximas próximas a 1 Log UFC/mL. As reduções em ordem 

decrescente apontaram os seguintes valores: 0,92 para F_05; 0,90 para AM_10; 

0,87 para F_10; 0,84 para AM_05, sem diferenças estatísticas entre elas; e 0,39 

para F_Ø. 

Na Figura 29 é possível visualizar a comparação entre os grupos que 

receberam 2 tratamentos de 27 min ou apenas 1 de 54 min, resultando em 

significativa diferença para todos os grupos contendo AM para o duplo 

tratamento sem ter sido observada diferença estatística entre os dois tipos de 

tratamentos executados nas amostras CT e F_Ø.  
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Figura 29 – Comparação Log UFC/mL Viabilidade em biofilme de 48h de C. 
albicans após 2 tratamentos de 27 min de irradiação ou apenas 1 de 54 min  

 
Legenda: CT = controle em água. F_Ø = formulação base.  

AM_05 = azul de metileno 0,005% em água. AM_10 = azul de metileno 0,010% em água.  
F_05 = azul de metileno 0,005% em fórmula. F_10 = azul de metileno 0,010% em fórmula.  

 *  Grupos que apresentam diferenças significantes entre si em função do tempo de irradiação. 
Fonte: própria autoria. 

 
 

4.9 Estabilidade físico-química da formulação 

A formulação selecionada no estudo, contendo 0,005% de AM, 0,25% de 

SDS veiculado em 0,5% de CMC teve sua estabilidade acompanhada a cada 6 

meses por um período de 1 ano, sendo mantida em temperatura ambiente e 

acondicionada em sua embalagem, protegida da luz. 

O aspecto da formulação foi determinado inicialmente como um gel fluido 

de coloração azul e odor característico, sendo tais características organolépticas 

da formulação mantidas inalteradas ao longo de todo período avaliado. Os 

demais atributos de pH, identificação do monômero do AM por 

espectrofotometria e razão D/M foram quantificados sendo registrados no tempo 

inicial (TØ), aos 6 meses (T6) e 12 meses (T12), conforme expostos os valores 

de mediana, mínimo e máximo na Tabela 7.  
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Tabela 7 – Mediana das triplicatas das análises físico-químicas de estabilidade 
 
 

ATRIBUTOS TØ T6 T12 

Características Organolépticas Gel fluido azul de odor característico 

pH 
5,40  

(5,20 – 5,40) 
5,37  

(5,37 – 5,40) 
5,21  

(5,08 – 5,31) 

Quantificação AM (A663 nm) 
2,260  

(2,257 – 2,260)  
2,273  

(2,269 – 2,295) 
2,301  

(2,228 – 2,362)  

Razão D/M (A623/A663) 
0,498  

(0,498 – 0,498) 
0,496  

(0,496 – 0,496) 
0,502  

(0,500 – 0,503) 
 

Legenda: D/M = dímero/monômero.  
Fonte: própria autoria. 

  

A formulação se manteve estável sem diferenças significativas ao longo 

do período avaliado nos quesitos pH (Figura 30) e absorbância do AM em 663 

nm (Figura 31), entretanto, a elevação da razão D/M aos 12 meses foi 

considerada estatisticamente significativa, em relação aos outros dois tempos 

avaliados, demonstrando que há aumento da agregação do AM entre 6 meses e 

1 ano (Figura 32). Apesar disso, a diferença numérica é bastante pequena 

(Tabela 7), o quê possivelmente não afetaria de forma considerável as 

características da formulação. 

 
Figura 30 – pH da formulação ao longo de 12 meses  

 

 
 

Legenda: Grupos que compartilham a mesma letra não apresentam diferenças significantes 
entre si. Fonte: própria autoria. 
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Figura 31 – Detecção do monômero do AM na formulação em comprimento de 
onda de 663 nm ao longo de 12 meses 

  

 
Legenda: AM = azul de metileno. Grupos que compartilham a mesma letra não apresentam 

diferenças significantes entre si.  
Fonte: própria autoria. 

 

Figura 32 – Razão D/M do AM na formulação em comprimentos de onda de 
623/663 nm ao longo de 12 meses  

 
 

Legenda: D/M = razão dímero/monômero. Grupos que compartilham a mesma letra não 
apresentam diferenças significantes entre si.  

Fonte: própria autoria. 
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5 DISCUSSÃO 

A aPDT é uma ferramenta bastante interessante no combate aos 

microrganismos devido à sua ação independente da resistência microbiana. 

Porém, alguns avanços se fazem necessários para a sua aplicação de forma 

mais assertiva. Na área da odontologia, os profissionais remetem à necessidade 

do fotossensibilizador permanecer por mais tempo no local de aplicação bem 

como, reduzir a diluição do FS em saliva, surgindo a necessidade de uma 

formulação mais viscosa. Paralelamente, o AM tem características físico-

químicas e fotoquímicas específicas, havendo agregação dependendo do meio, 

além da modulação do mecanismo fotoquímico, sendo que se sugere que a 

presença de monômeros de AM apresentaria maior ação antimicrobiana por 

induzir o mecanismo do tipo II. Neste sentido, o intuito deste trabalho foi 

desenvolver uma formulação com AM para uso na aPDT na área da odontologia, 

procurando manter o AM em monômeros, em sua maioria, e dentro do possível 

aumentar a ação antimicrobiana.  

Assim sendo, as formulações desenvolvidas por associação com 

polímeros poderiam afetar a agregação do AM, de modo que os espectros de 

absorção e a razão D/M foi avaliada em diferentes condições. Foram 

identificados leve deslocamento hipsocrômico na banda do monômero do AM 

com redução de apenas 1 nm para o CMC e 2 nm para o HPMC, permanecendo 

sem alteração ao considerar a faixa característica entre 660 e 665 nm 

(BERGMANN; O’KONSKI, 1963; HEGER; JIRKOVSK; KLA, 2005; 

KOSTJUKOVA; LEONTIEVA; KOSTJUKOV, 2021; SILVA et al., 2017). Santin et 

al. (2015) descrevem que há deslocamento batocrômico do monômero quando 

é utilizado solvente com polaridade mais elevada. 

Já em relação à banda do dímero, a presença dos polímeros nas 

formulações favorece o deslocamento batocrômico do comprimento de onda 

máximo de absorção, deslocando de 590 nm quando o AM é veiculado em 

apenas água (COLLINA et al., 2018; SILVA et al., 2017) para 614 nm na 

presença do HPMC e para 623 nm na presença do CMC. Esse deslocamento 

também é observado em outros trabalhos nos quais se observa o máximo de 

absorção para dímeros em 600 nm (TANG et al., 2005) ou em 605 nm 

(BERGMANN; O’KONSKI, 1963; KOSTJUKOVA; LEONTIEVA; KOSTJUKOV, 
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2021). No entanto, quando o AM foi formulado em CMC na presença do 

surfactante não foi detectada a presença clara de uma banda de absorção do 

dímero. A presença do ombro em 610 nm corresponde à transição vibrônica de 

agregados do tipo H característicos da solução aquosa (BERGMANN; 

O’KONSKI, 1963; HEGER; JIRKOVSK; KLA, 2005), sendo confirmada a origem 

vibrônica desse ombro em ≈ 612 nm no espectro de absorção experimental 

(KOSTJUKOVA; LEONTIEVA; KOSTJUKOV, 2021) e considerado o dímero um 

agregado fortemente acoplado com estados excitados completamente mistos 

que alteram as propriedades espectroscópicas e fotofísicas da solução aquosa 

concentrada (DEAN et al., 2016). A veiculação em diferentes meios pode induzir 

formação de dímeros com distintas propriedades fotoquímicas devendo observar 

não só o estado de dimerização do FS como também o tipo de dímero formado 

(SEVERINO et al., 2003).  

A elevação da concentração dos polímeros nas formulações sem SDS 

contribuiu para uma redução da agregação do AM, quando avaliadas entre si, 

podendo atribuir ao fato desses polímeros HPMC e CMC apresentarem 

propriedades emulsionantes e tensoativas além de serem agentes de 

viscosidade (ALLEN JR et al., 2012; THOMPSON; DAVIDOW, 2009). Entretanto, 

esses valores de razão D/M ficam acima dos observados para as formulações 

contendo o SDS indicando maior agregação do FS na ausência do surfactante. 

Apesar da redução observada nessa avaliação, os valores de D/M do AM em 

presença de SDS a 0,25% sem a presença de polímeros é de aproximadamente 

0,22, enquanto na ausência de SDS em solução aquosa o AM a 0,005% 

apresenta razão D/M de 0,5 (COLLINA et al., 2018). Neste presente estudo, com 

adição do polímero aniônico CMC à formulação contendo SDS, a relação D/M 

obtida é dessa mesma ordem de 0,5. Para o HPMC associado ao SDS, o valor 

dessa razão apresenta-se por volta de 0,6. A maior formação de dímeros se dá 

em função de alterações no meio veiculado que proporcionam maior interação 

eletrostática e hidrofóbica entre as moléculas do AM (BERGMANN; O’KONSKI, 

1963), cujo centro hidrofóbico desse FS catiônico é adequado para interações 

hidrofóbicas e eletrostáticas com o tensoativo aniônico (MUHAMMAD; KHAN, 

2017). 

Diante destes resultados iniciais, ficou clara a necessidade da 

incorporação do SDS como um agente de controle da agregação do AM nas 
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formulações independentemente do polímero avaliado. O processo de 

agregação do AM é característico no meio aquoso devido ao grande potencial 

de formação de ligações de hidrogênio (MOREIRA et al., 2010), sendo mais 

eficiente a dimerização em meio aquoso do que em micelas de SDS  

(SEVERINO et al., 2003). Nesse estudo pudemos notar essa expressiva 

diferença entre as formulações associadas ou não ao SDS. Na ausência do 

tensoativo a forma agregada do AM em dímeros esteve em maior quantidade 

que a monomérica, resultando em razão D/M superior a 1,0 ou muito próximo a 

isso nas formulações contendo o polímero CMC. Já com a adição do SDS 

nessas mesmas formulações houve prevalência da forma monomérica do AM, 

de forma que foi minimizado o processo de agregação do AM.  A alteração das 

propriedades do AM associado ao tensoativo SDS se dá em decorrência das 

interações eletrostáticas que atraem o FS de caráter iônico oposto ao do 

surfactante, levando à formação de complexos micelares com predominância da 

forma monomérica (BRITO; SANTOS; NANTES-CARDOSO, 2019; COLLINA et 

al., 2018; JUNQUEIRA et al., 2002). A associação de AM ao SDS promove a 

formação de micelas e conversão dos dímeros em monômeros solubilizados no 

surfactante (MUHAMMAD; KHAN, 2017). A menor razão D/M do AM na presença 

de SDS é explicada pela maior dificuldade em haver dimerização devido a 

formação de pares de íons do FS e do surfactante e menor interação hidrofóbica 

entre duas moléculas do AM na região interfacial da micela (SEVERINO et al., 

2003). 

Em estudo realizado com goma arábica para obtenção de hidrogel, 

Vilsinski et al. (2021) atribuem a interação do AM com esse polímero aniônico às 

forças coulombianas, íon-dipolo, ligações H e hidrofóbicas. Os dados do 

polímero aniônico empregado nesta pesquisa em presença do SDS sugerem 

menor agregação do AM, o que poderia nos levar à escolha do CMC nessa etapa 

para dar sequência ao estudo. Porém como demonstrado na Figura 15, não 

houve diferença significativa na razão D/M na concentração de 1% de CMC 

comparada a qualquer concentração de HPMC nas formulações com o 

surfactante e, também foi constatado que na ausência de SDS a agregação do 

AM em CMC foi maior do que em HPMC, o que nos estimulou a prosseguir os 

experimentos com ambos os polímeros excluindo apenas uma das 

concentrações de cada nessa etapa. 
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Tanto o HPMC quanto o CMC são polímeros mucoadesivos com 

propriedades de bioadesão (VILLANOVA; ORÉFICE; CUNHA, 2010), sendo 

adequados para o propósito de elevação da viscosidade da preparação 

destinada ao uso odontológico com maior permanência no local de aplicação. O 

HPMC a 2% em água possibilita obter formulações com viscosidade entre 80 e 

120 cP a 20 ºC (SIGMA-ALDRICH, 2023b). A mesma concentração do CMC de 

média viscosidade proporciona preparações aquosas com viscosidade mais 

elevada, entre 400 e 800 cP em temperatura de 25 ºC (SIGMA-ALDRICH, 

2023a), sendo possível obter formulações mais ou menos viscosas com maiores 

ou menores concentrações dos polímeros, tal como apresentado nessa 

pesquisa, na Figura 17.  

 Deste modo, em relação às concentrações dos polímeros, as 

formulações preparadas foram avaliadas em termos de viscosidade para escolha 

de duas concentrações de cada um deles para posterior análise nas diferentes 

faixas de pH. Assim, foram eliminadas do experimento a formulação de menor 

viscosidade (≈ 14,60 cP) do polímero não-iônico contendo 1% de HPMC, uma 

vez que se apresentou com baixa consistência e aparência muito líquida, não 

contribuindo para incremento suficiente de viscosidade a ponto de trazer 

benefícios clínicos no momento da aplicação em consultório odontológico; e, a 

formulação de maior viscosidade (≈ 480,24 cP) contendo 1% de CMC que, 

apesar de aparentar alta consistência, apresentou maior agregação do AM 

comparativamente às formulações de menor concentração do mesmo polímero 

e não apresentando diferença significativa quando comparado às amostras 

formuladas com o polímero não-iônico, conforme se observa na Figura 15. 

A viscosidade tem sido contemplada na literatura odontológica como um 

parâmetro de referência aos biomateriais utilizados na prática clínica, sendo 

comumente expressa em classificações qualitativas de baixa, média ou alta 

viscosidade. Relaciona a fluidez do produto e sua capacidade de penetração e 

escoamento, sendo frequente atribuir o conceito de fluidez adequada para se 

adaptar aos tecidos bucais e viscosidade suficiente para ficar contido no local de 

aplicação (CATIRSE et al., 2020; VITO; ROMÃO JÚNIOR, 2022). A associação 

de substâncias antimicrobianas a polímero é uma técnica adotada para 

aumentar a substantividade e eficácia (SAKAE et al., 2018; TORRES et al., 

2000), sendo desejável que a formulação contendo o FS tenha uma difusão 



90 
 

adequada para facilitar a penetração máxima nas estruturas anatômicas a serem 

desinfectadas e aumentar a incorporação do FS pelos microrganismos a serem 

tratados por aPDT (GEORGE; KISHEN, 2007). Para que o efeito antimicrobiano 

seja alcançado é fundamental que a substância apresente substantividade, com 

potencial de permanecer retida no local de ação sendo lentamente liberada a fim 

de evitar que seu efeito seja afetado pelo fluxo salivar (TORRES et al., 2000). 

A análise da influência do pH indicou que as concentrações dos polímeros 

não-iônico e aniônico avaliados entre si nesse estudo não interferiram na razão 

D/M quando considerado cada tipo de pH isoladamente, de acordo com a Figura 

22, ou seja, a viscosidade do polímero não afeta a agregação em função do pH. 

Entretanto, as formulações ácidas apresentaram menores valores de razão D/M. 

Ambas as concentrações do polímero não-iônico em pH ácido apresentaram 

menor razão D/M em relação às preparações formuladas em meio básico, sendo 

significativa a redução do valor de D/M em HPMC 3% e 5% ácida 

comparativamente às duas concentrações do HPMC em meio básico embora 

não haja diferença estatística com as mesmas formulações em pH neutro. Ainda 

assim, essas formulações apresentaram valores de razão D/M ainda altos, em 

torno de 0,6. Para a análise do polímero aniônico, o pH ácido também foi capaz 

de resultar numa significativa redução da razão D/M comparativamente ao pH 

básico e ao pH neutro, permanecendo na ordem de 0,5. Por ser catiônico, o AM 

em solução ácida, interage melhor com as moléculas aquosas do que materiais 

não protonados (VILSINSKI et al., 2021). 

Ao comparar ambos os polímeros, HPMC e CMC, esse último demonstrou 

significativa redução da agregação do AM, em qualquer uma das concentrações 

avaliadas e em qualquer valor de pH, sendo o menor valor de razão D/M obtido 

com 0,5% de CMC em pH ácido com equivalência estatística à formulação 

também ácida de 0,25% de CMC, sendo ambos significativamente diferentes das 

demais faixas de pH. Vilsinski et al. (2021) observaram que o meio ácido leva a 

maior liberação do AM do hidrogel formado por polímero aniônico, após 

comparação de fluidos simulados em pH 1,2 e 6,8. 

Nesse sentido, foi optada pela exclusão das formulações com o polímero 

não-iônico HPMC e também da formulação com o polímero aniônico CMC na 

menor concentração de 0,25%, uma vez que a formulação ficou mais fluida, tal 
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como a fórmula de HPMC 1% eliminada na fase anterior, cuja pouca consistência 

pode não contribuir sobremaneira para a viscosidade almejada. 

Nessa etapa, o meio ácido foi considerado mais adequado para 

prosseguir com os experimentos, apesar de algumas publicações apontarem 

que o meio básico proporciona maior rendimento quântico de produção de 1O2 

(BONNEAU et al., 1975; CHEN; CESARIO; RENTZEPIS, 2011) e melhor efeito 

antimicrobiano (HUANG et al., 2019). Contudo, deve-se notar que a maior 

eficiência de formação de 1O2 em pH alcalino relatada por Bonneau et al. (1975) 

foi determinada para soluções aeradas em saturação e fortemente tamponadas, 

o que não se aplica nesta pesquisa. Foi descrito pelos pesquisadores que 

soluções de AM na faixa de pH entre 5 e 6 fortemente tamponadas, apresentam 

rendimento da produção de 1O2 cerca de 4 a 5 vezes menor quando comparadas 

ao pH básico. Já em soluções não tamponadas ou fracamente tamponadas, a 

extinção das espécies não protonadas de AM pelo O2 é muito mais rápida do 

que a taxa de protonação para quaisquer valores de pH superiores a 5 e, 

portanto, o rendimento de 1O2 seria semelhante àquele obtido em pH 8 

(BONNEAU et al., 1975). 

Em termos de desenvolvimento farmacotécnico de formulações, o pH 

ácido é preferível para elevar a estabilidade da preparação, reduzindo 

possibilidades de degradação, especialmente por hidrólise (FERREIRA, 2002). 

Segundo Luo et al. (2013), a acidez pode auxiliar a inativação bacteriana pela 

inibição da síntese de proteínas intracelulares. E de acordo com Gusman et al. 

(2018) o pH ácido da solução de AM apresenta maior biocompatibilidade com o 

tecido conjuntivo comparativamente ao pH neutro, favorecendo o reparo e a 

regeneração do tecido periodontal.  

A formulação de CMC a 0,5% foi então preparada em meio ácido, com 

SDS a 0,25% e demais adjuvantes para ser associada a três diferentes 

concentrações de AM. Foi observada significativa diferença estatística na 

formulação de maior concentração (AM a 0,010%) com incremento da 

agregação na ordem de 0,62, o que talvez inviabilize o uso dessa porcentagem 

de FS na formulação. Já as duas menores concentrações de AM (0,002% e 

0,005%) apresentaram menor agregação do FS, sem diferenças significantes 

entre si. A elevação da concentração do AM em solvente de alta constante 

dielétrica como a água favorece a dimerização modificando a repulsão 
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eletrostática entre os monômeros (LEWIS et al., 1943). À medida que a 

concentração do AM em solução aquosa aumenta, há mudanças no 

comprimento de onda máximo de absorção, passando de ≈ 660 nm para ≈ 600 

nm, relacionada à formação de dímeros que são mantidos unidos pela ligação 

hidrofóbica que supera a repulsão eletrostática entre dois cátions do AM, levando 

à agregação (BERGMANN; O’KONSKI, 1963).  

A concentração de 0,005% de AM foi selecionada para avaliar a 

incorporação em biofilme de C. albicans, resultando em maiores taxas para 

aquelas veiculadas em água em comparação à formulação. Vilsinski et al. (2021) 

afirmam que são baixos os teores de AM liberados dos hidrogéis em água, 

provavelmente devido à presença do polímero que ao proporcionar maior 

viscosidade à preparação favorece uma liberação modificada do FS 

(VILLANOVA; ORÉFICE; CUNHA, 2010). A incorporação é afetada pelo tipo e 

número de cargas do FS, grau de assimetria da estrutura molecular e grau de 

lipofilicidade (BACELLAR et al., 2015). A quimissorção desempenha um papel 

essencial na liberação do AM do hidrogel composto por polímero, a depender da 

capacidade de interação com a molécula do FS e de suportar maior conteúdo 

em sua estrutura, o que impede sua liberação devido significativas interações 

entre eles (VILSINSKI et al., 2021). Há, ainda, uma dependência significativa 

entre a densidade celular e a fotoinativação microbiana, implicando que há 

ligação ou interação das células com uma concentração limitada de algumas 

espécies e que isso ocorre independentemente de o FS ser ou não lavado em 

experimento realizado em suspensão. Esse efeito particularmente pronunciado 

em C. albicans sugere que o responsável pela morte dessas espécies é o 1O2 

extracelular ou outras ROS (DEMIDOVA; HAMBLIN, 2005).  

Em água, menores tempos de incubação resultaram em menor 

incorporação que pode ser justificado pelo sistema intrínseco de bomba de efluxo 

como mecanismo de defesa do microrganismo, capaz de reconhecer as 

moléculas de FS e afetar o transporte pela membrana (PRATES et al., 2011). 

Esse mecanismo de resistência a diversas drogas é muito conhecido em relação 

à espécie C. albicans, favorecendo a eliminação do FS através do bombeamento 

para fora das células e afetando a eficácia do tratamento (SILVA et al., 2017).  

Foi relatado por Usacheva, Teichert e Biel (2003) que fenotiazínicos 

catiônicos adsorvidos na superfície da membrana celular de bactérias gram-
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negativas formam dímeros ligados a biopolímeros aniônicos. Esta reação 

característica entre o polímero aniônico e FS catiônico resulta na formação de 

um complexo evidenciado por modificação no espectro e na razão D/M, com 

desenvolvimento de uma nova banda metacromática com desvio hipsocrômico, 

refletindo agregação ou empilhamento do FS ligado, sendo mais significativa a 

interação para o azul de toluidina comparativamente ao AM in vitro (USACHEVA; 

TEICHERT; BIEL, 2003). O emprego de FS catiônico ou o uso de agentes que 

aumentam a permeabilidade na membrana externa de bactérias gram-negativas, 

elevam a eficácia em eliminar tais organismos (HAMBLIN; HASAN, 2004). 

No presente estudo, a incorporação em água foi maior conforme tempo 

de incubação mais longo de 30 e 60 min. O tempo de pré-irradiação de 30 min 

foi considerado por Torres-Hurtado et al. (2019) mais efetivo para múltiplas 

aplicações de PDT em C. albicans. Por outro lado, em fórmula não houve 

influência dos tempos de pré-irradiação na incorporação de AM. Assim foram 

prosseguidos os testes de viabilidade empregando 5 min de pré-irradiação, que 

foi o menor tempo avaliado. Collina et al. (2018, 2020) também observaram que 

aumentar o tempo de pré-irradiação não modifica a resposta de aPDT ao utilizar 

solução aquosa de AM com SDS para esse mesmo microrganismo. O emprego 

desse tempo também foi considerado ideal tendo em vista o propósito de 

posteriormente estabelecer um protocolo para a clínica, na qual maiores 

períodos podem inviabilizar a adesão ao procedimento.  

Nos experimentos de viabilidade foram alcançados resultados 

equivalentes entre formulação e preparação aquosa, demonstrando não haver 

impacto da menor incorporação na presença do polímero para efeito 

antimicrobiano na viabilidade, sendo similar a ação entre fórmula e solução, além 

do que na formulação tem o ganho na aplicabilidade devido a maior viscosidade. 

George e Kishen (2007) também observaram maior incorporação de AM 

veiculado em apenas água com menor taxa de morte celular associada, 

considerando que formulações diversas podem promover ligação do AM em 

diferentes locais, podendo resultar em elevação da concentração do FS no local 

com dimerização e consequente redução de morte celular, associada a menor 

rendimento quântico do 1O2. Essa alteração de agregação do AM ocorre na 

mitocôndria formando dímeros que dependem tanto da concentração do FS 

como da própria organela, além do potencial de membrana que determina a 
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maneira que o AM se liga à mitocôndria (GABRIELLI et al., 2007). Alguns 

estudos apontam que os mecanismos do Tipo I, mesmo com menor rendimento 

quântico de 1O2, apresentam maior eficiência em inativação fotodinâmica de 

bactérias, concluindo que os radicais de O2 foram os principais responsáveis 

pela toxicidade dos FS examinados, devido à estrutura química do conjugado e 

a geração do radical hidroxila (HAMBLIN; HASAN, 2004). A quantidade de 1O2 

necessária para inativar uma célula de C. albicans é muito maior do que aquela 

necessária para o provocar o mesmo efeito em uma célula bacteriana devido a 

grande diferença de tamanho entre elas (DEMIDOVA; HAMBLIN, 2005). 

A profundidade de penetração da luz, as características da cepa e do meio 

biológico a ser tratado são fatores que influenciam o efeito antifúngico do FS 

empregado na PDT, sendo o tempo de incubação fundamental para determinar 

a incorporação do FS nas estruturas celulares do microrganismo (LYON et al., 

2011) como, por exemplo, em mitocôndrias como confirmado por Lam et al. 

(2011) em experimento com C. albicans planctônica. A interação do AM com as 

mitocôndrias leva a danos citotóxicos (GABRIELLI et al., 2007) estando 

relacionada à geração de 1O2 (SEVERINO et al., 2003). 

A formulação selecionada para prosseguir com os próximos testes 

poderia ser somente essa de concentração 0,005% de AM, no entanto, foi optado 

por testar a viabilidade em biofilme dessa concentração paralelamente a 0,010% 

de AM, uma vez que comercialmente existem produtos industrializados 

compostos pelo AM em água, com os nomes Chimiolux Gel 5 e Chimiolux Gel 

10 (DMC Importação e Exportação de Equipamentos Ltda.), ambos registrados 

na ANVISA sob o nº 80030810168 com o nome técnico de evidenciador de 

placas na categoria de produtos para saúde. Importante mencionar que, 

diferentemente da formulação desenvolvida, tais produtos industrializados não 

apresentam SDS em suas composições.  

Na avaliação in vitro de viabilidade em biofilme de C. albicans a fórmula 

base, sem AM (F_Ø) apresentou redução de 0,39 Log UFC/mL em relação ao 

controle somente no experimento de 54 min de irradiação direta, o que 

demonstra ausência de citotoxidade da formulação base desenvolvida. Esse 

pequeno efeito de redução nas UFC/mL pode ser atribuído à presença do SDS 

na formulação que vem demonstrando em trabalhos anteriores do grupo redução 

aproximada de apenas 1 Log UFC/mL comparativamente ao controle em água 
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quando empregada exposição radiante de 60,4 J/cm2 e irradiância de 26,1 

mW/cm2 em suspensão de C. albicans (GONÇALVES et al., 2023) ou em 

biofilme do mesmo microrganismo em fase de aderência utilizando mesmo 

parâmetro de exposição radiante, porém por maior tempo alcançando a 

irradiância de 37,3 mW/cm2 (MACHADO et al., 2023). A associação do SDS ao 

AM promove efeito antimicrobiano superior ao AM veiculado em água sem o 

surfactante (COLLINA et al., 2022), sendo alcançada inativação de C. albicans 

com parâmetros de irradiância a 26,1 mW/cm2 e exposição radiante de 44 J/cm2 

em experimento realizado em suspensão (GONÇALVES et al., 2023). 

A formulação contendo 0,005% de AM foi a única amostra analisada que 

demonstrou redução de UFC/mL significativa segundo a análise estatística no 

teste de viabilidade em biofilme com crescimento de 24h, porém o efeito foi 

pequeno com somente 0,2 Log UFC/mL de redução. Observação semelhante foi 

constatada por Machado et al. (2023) em amostras aquosas de diversos FS, 

incluindo AM, avaliadas em biofilme em fase de maturação, tanto na presença 

como na ausência de SDS.  

Já na realização dos ensaios em biofilmes em fase de dispersão optou-se 

por realizar duplo tratamento de aPDT, visto que melhores efeitos 

antimicrobianos foram verificados em trabalhos anteriores do grupo utilizando 

este protocolo (MACHADO et al., 2023). Neste protocolo de duplo tratamento foi 

obtido efeito antimicrobiano de aproximadamente 4 Log de redução nas UFC/mL 

porém, todas as amostras contendo AM apresentaram efeito similar, 

independente da veiculação. Em experimentos de dupla aplicação de PDT in 

vitro, Nunes et al. (2023) obtiveram taxa de inibição de 99,991% de proliferação 

de C. albicans. O duplo tratamento não foi aplicado em biofilmes maduros nesta 

pesquisa, uma vez que trabalhos anteriores do grupo já constataram que não foi 

observada inativação do microrganismo nesse estágio (MACHADO et al., 2023). 

Aplicações sucessivas de aPDT leva ao aumento da produção de ROS, 

provavelmente, devido ao acúmulo de metabólitos intracelulares que acentuam 

o estresse oxidativo sofrido pela célula fúngica levando a uma redução de 

UFC/mL (DIAS et al., 2023). Com o emprego de sucessivas irradiações é 

possível reduzir a densidade de energia luminosa e a quantidade de AM para 

inativar C. albicans (TORRES-HURTADO et al., 2019). O esquema de duas 

aplicações sucessivas de PDT é preferível uma vez que a elevação da irradiância 
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pode levar ao fotobranqueamento, diminuindo a eficácia antimicrobiana devido 

fotodegradação (MACHADO et al., 2023). Os espectros desta pesquisa não 

apontaram uma definição adequada da banda para quantificar a forma reduzida 

do AM, denominada leuco-AM, que é incolor e apresenta comprimento de onda 

de absorção máxima em torno de 256 nm em solução aquosa (IMPERT et al., 

2003; LEE; MILLS, 2003) e 257 nm quando acidificada (MILLS; WANG, 1999), 

entretanto indica ser mais um fator interessante a ser examinado e que justifica 

a dupla aplicação com troca do FS. 

Neste sentido, os dados obtidos corroboram com estes princípios visto 

que a aplicação única de 54 min de irradiação culminou em um efeito 

antimicrobiano de apenas 1 Log de redução nas UFC/mL, enquanto o duplo 

tratamento apresentou efeito antimicrobiano de 4 Log UFC/mL. A maior eficácia 

de inativação de UFC/mL está no dano incremental proporcionado às células a 

cada etapa de irradiação, uma vez que na primeira exposição à luz a célula pode 

sofrer poucos danos, e com mais uma ou duas irradiações será promovido maior 

dano impossibilitando mecanismos de auto-reparo (MELENDEZ-CELIS et al., 

2021; TORRES-HURTADO et al., 2019). A matriz extracelular de células 

fúngicas com 48h de crescimento parece ser o primeiro alvo da aPDT 

(BAPTISTA et al., 2017).  

Tal como afirmado por Machado et al. (2023) mantemos a hipótese que o 

duplo tratamento potencializou o efeito da aPDT na fase de dispersão do biofilme 

de C. albicans partindo da possibilidade da aplicação inicial ser capaz de 

sensibilizar o biofilme e provocar um leve rompimento da matriz extracelular com 

inativação de células dispersas de levedura e, com a segunda aplicação da PDT, 

alcançar uma penetração mais profunda do AM na célula, levando a um efeito 

antimicrobiano mais eficaz. Considerando ainda, que a aplicação na cavidade 

oral irá resultar na mistura do produto com saliva levando à diluição do FS e 

consequente redução do efeito da PDT, a dupla aplicação pode aumentar a ação 

antimicrobiana na prática clínica. Vale ressaltar a necessidade de explorar 

dosimetrias mais adequadas que viabilizem a futura aplicabilidade clínica e 

aderência ao tratamento pelo paciente, com menor tempo de irradiação e maior 

irradiância, controlando, no entanto, o fotobranqueamento. 

Apesar da maior incorporação apresentada pelas preparações aquosas 

sem a presença do polímero CMC, as amostras veiculadas na formulação 
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apresentaram significativos resultados no ensaio de viabilidade, sem prejuízo da 

ação antimicrobiana, culminando em ganho clínico pela elevação da 

viscosidade. Estes resultados sugerem que a presença do polímero pode 

retardar a liberação do FS ao meio contendo as células, no entanto essa menor 

quantidade incorporada foi capaz de manter uma bioadesão e proporcionar uma 

maior interação provocando inativação celular com redução de até 4,26 Log 

UFC/mL para a concentração de 0,005% de AM veiculado em fórmula e aplicado 

em dois tratamentos sucessivos. O AM é atraído pela carga negativa das 

mitocôndrias, principal local de ação do fenotiazínico catiônico, cuja dimerização 

é induzida no interior da organela e dependendo do potencial de membrana 

mitocondrial (SEVERINO et al., 2003). 

Quanto à estabilidade da formulação desenvolvida, considera-se seguro 

o prazo de 12 meses. Ao analisar detalhadamente os dados de razão D/M 

apresentados na Tabela 7, nota-se que as medidas obtidas são muito próximas, 

sem variação de valores entre as triplicatas avaliadas nos tempos iniciais, de 

forma que houve diferença significante em relação ao tempo final que apresentou 

pequenas variações numéricas entre as triplicatas, com valores muito próximos, 

o que na prática pode não ser tão relevante para comprometer a estabilidade da 

formulação. Os demais atributos avaliados mantiveram-se estáveis ao longo de 

1 ano para as características organolépticas, pH e quantificação do AM em 

comprimento de onda de 663 nm. Estudos complementares devem ser 

realizados para estabelecer outros critérios de estabilidade, considerando que o 

aumento da agregação do AM a partir de 6 meses pode vir a influenciar 

negativamente o resultado da aPDT. 

Ademais, pesquisas futuras podem ser sugeridas a partir desse trabalho 

a fim de investigar a liberação do AM da formulação desenvolvida com polímero, 

analisar se há um limite da quantidade liberada e sua influência na entrega em 

possíveis diferentes alvos celulares no microrganismo, encontrar a dosimetria 

adequada para clínica avaliando fotobranqueamento e formação de leuco-AM 

durante a irradiação e incorporação, bem como avaliar a aPDT com a formulação 

associada a inibidores da bomba de efluxo e ainda, combinada a tratamentos 

convencionais, tais como hipoclorito ou fluconazol, com o intuito de ampliar a 

compreensão em torno deste assunto e favorecer a eficiência antimicrobiana.  
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6 CONCLUSÃO  

Foram definidas as farmacotécnicas de preparo das formulações 

odontológicas com AM e adjuvantes farmacotécnicos contendo o polímero não-

iônico HPMC ou o polímero aniônico CMC.  

A razão D/M do AM veiculado em formulação sem SDS apresenta menor 

agregação conforme é aumentada a concentração dos polímeros HPMC ou 

CMC. A avaliação das propriedades de agregação do AM nas diferentes 

preparações formuladas indicou menores valores de razão D/M para as 

formulações veiculadas na presença do tensoativo SDS.  

As propriedades de viscosidade e densidade das formulações foram 

definidas e as fórmulas selecionadas foram submetidas aos ajustes de pH para 

avaliação das propriedades de agregação do AM em meio ácido, neutro e 

alcalino. 

Ao comparar os polímeros não-iônico e aniônico em cada um dos pH 

contemplados, foi observada significativa redução da agregação do AM com as 

formulações de CMC, mais precisamente em pH ácido, sendo definida a 

concentração de 0,5% desse polímero a ser formulada em pH 5,0 para 

prosseguir com os próximos ensaios.  

A avaliação da agregação das formulações em diferentes concentrações 

do FS demonstrou que 0,010% de AM apresenta elevada razão D/M, enquanto 

as concentrações 0,002% e 0,005% favorecem uma menor agregação, sem 

diferenças estatísticas entre si.  

A formulação contendo 0,005% de AM apresentou menor porcentagem 

de incorporação em biofilme de 24h de Candida albicans em relação à solução 

aquosa de mesma concentração do FS em qualquer período de incubação 

avaliado. 

A viabilidade em biofilme maduro de C. albicans com 24h de crescimento 

após aPDT a 660 nm, 37,3 mW/cm2, 60,4 J/cm2 durante 27 min de iluminação 

demonstrou pequena redução (0,22 Log UFC/mL) apenas para fórmula contendo 

0,005% de AM em relação ao controle. 

Em biofilme de C. albicans em dispersão, de 48h de crescimento a aPDT 

a 660 nm, 37,3 mW/cm2, 120,8 J/cm2 durante 54 min demonstrou maior eficácia 

obtendo significativa redução para todos os grupos contendo FS veiculado em 
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água ou formulação nas concentrações de 0,005% ou 0,010% de AM. A 

irradiação direta de 54 min apesar de apresentar redução média de 0,88 Log 

UFC/mL, tal valor não foi suficiente para obter inativação celular. O melhor 

desempenho antimicrobiano, foi alcançado com a aplicação de duplo tratamento 

de 27 minutos de irradiação cada, atingindo redução média máxima de 4,26 Log 

para o AM 0,005% veiculado na formulação desenvolvida, sem diferença 

significante entre os grupos contendo FS, com redução média entre eles de 3,81 

Log UFC/mL.  

A incorporação do AM parece não influenciar a eficácia da aPDT, vide que 

AM em água apresenta maior incorporação do que veiculado em fórmula, mas a 

ação antimicrobiana foi similar. Não se sabe exatamente se outros fatores 

vinculados à presença do polímero podem favorecer a interação com a célula.  

A relação D/M ligeiramente maior na formulação que em solução aquosa 

com SDS também não impactou o resultado de viabilidade obtendo significativa 

redução do número de células e proporcionando um produto mais viscoso, com 

maior capacidade de bioadesão, porém ainda fluido, favorecendo a aplicação 

clínica facilitada e a manutenção no local, sem escorrer. 

A estabilidade físico-química da formulação foi estabelecida com um 

prazo de segurança de 12 meses. 

Estudos adicionais devem ser continuados visando o aperfeiçoamento da 

formulação para que alcance melhor desempenho para aPDT clínica. 
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ANEXO A – Laudo analítico de Controle de Qualidade do HPMC 
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ANEXO B – Laudo analítico de Controle de Qualidade do CMC 
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ANEXO C – Gráficos de deconvolução: polímeros HPMC e CMC 
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