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RESUMO 

A anfotericina B (AnB) é um antibiótico macrolídeo derivado de uma cepa de Streptomyces 

nodosus, de reconhecida atividade antifúngica e leishmanicida. No entanto, tem seu uso 

limitado em razão da elevada toxicidade. Para tentar reduzir essa toxicidade na forma 

convencional tem se estimulado o desenvolvimento de novos sistemas de liberação. A via 

tópica oferece algumas vantagens, todavia a eficácia tópica só é obtida quando o fármaco 

apresenta adequado grau de penetração na pele. As microemulsões (MEs) são uma proposta 

interessante para a veiculação por via tópica da AnB, pois atuam como promotores de 

permeação, devido ao reduzido tamanho das gotículas formadas, assim como pelo seu alto 

conteúdo de tensoativos, que desorganiza os lipídeos da pele. Além disso, as MEs podem 

proporcionar uma modificação na biodisponibilidade e na diminuição da toxicidade dos 

fármacos, visto que esses sistemas apresentam-se como reservatórios capazes de liberar e 

direcionar os fármacos para tecidos e células específicas do organismo. Portanto, o objetivo 

deste estudo foi desenvolver e comparar as características biofarmacêuticas e potencial 

irritante de MEs e sistemas convencionais (SCs) contendo óleo de Syagrus cearensis para 

administração tópica de AnB. Diagramas de fase pseudo-ternários foram construídos 

utilizando o método de titulação de água para desenvolver as MEs e os SCs foram preparados 

de acordo com a técnica clássica de inversão de fase. No estudo de permeação e retenção 

cutânea, pele de porco dermatomizada sem estrato córneo foi utilizada como um modelo de 

biomembrana lesionado. O potencial de irritação foi avaliado utilizando três métodos 

alternativos, os ensaios da membrana corioalantóide (HET-CAM e CAM-TBS) e o teste de 

opacidade e permeabilidade em córnea bovina (BCOP). A formulação otimizada (ME02) 

consistiu em Anfotericina B a 0,1% (p/p), óleo catolé 9,1% (p/p), Smix (1:1, Tween 20 e 

Kolliphor EL) 81%, tamanho de gotícula de 31,02 ± 0,9 nm, potencial zeta de -23,4 mV e 

viscosidade 0,63 ± 0,1 Pa.s. A ME02 exibiu maior retenção de AnB nas camadas de pele 

(84,79 ± 2,08 μg.cm-2) do que todas as outras formulações. Em geral, as MEs apresentaram 

maior liberação e retenção do fármaco do que os SCs e todas as formulações mostraram maior 

retentividade que permeabilidade. Apenas as MEs desenvolvidas usando Labrasol/Plurol 

(L/PO) como par de tensoativos exibiram um potencial de irritação moderado, todas as outras 

formulações foram classificadas como não-irritantes ou levemente irritantes. Os resultados 

indicam que as formulações contendo óleo de S. cearensis são alternativas promissoras para a 

administração tópica da AnB visando o tratamento da leishmaniose cutânea.  

 
Palavras-chaves: Anfotericina B. Administração tópica. Técnicas in vitro. 



 
 

 

ABSTRACT 

Amphotericin B is a macrolide antibiotic derived from a strain of Streptomyces nodosus, 

known for its antifungal and antileishmanial activity. However, it has limited use due to the 

high toxicity. In order to reduce the toxicity in the conventional way, the development of new 

delivery systems has been stimulated. Topical administration of active drugs is a route that 

offers certain advantages, however, topical efficacy is only obtained from drugs with a 

suitable degree of penetration into the skin. Microemulsions are an interesting proposal for 

topical administration of Amphotericin B, because they act as permeation enhancers, due to 

the small size of the droplets formed, as well as to its high content of surfactants, which 

disrupts the skin lipids. Moreover, the MEs can also provide a change in bioavailability and 

by decreasing the toxicity of drugs, since such systems are presented as reservoirs capable of 

releasing drugs and targeting tissues and specific cells of the organism. Therefore, the aim of 

this study was to compare the biopharmaceutical characteristics and irritation potentials of 

microemulsions (MEs) and conventional systems (CSs) containing oil from Syagrus cearensis 

for intradermal delivery of Amphotericin B (AmB). Pseudo-ternary phase diagrams were 

constructed using a water titration method to develop the MEs, and the CSs were prepared 

according to the classical technique of phase inversion. In the skin permeation and retention 

study, dermatomed pig skin without stratum corneum was used as an alternative disturbed 

skin model. The irritation potential was evaluated using three different methods, 

chorioallantoic membrane assays (HET-CAM and CAM-TBS), and bovine corneal opacity 

and permeability test (BCOP). The optimized formulation (ME02) consisting of 0.1% (w/w) 

Amphotericin B, 9.1% (w/w) catolé oil, 81% (w/w) Smix (1:1, Tween 20 and Kolliphor EL) 

possessed droplet size of 31.02 ± 0.9 nm, zeta potential of  -23.4 mV and viscosity 0.63 ± 0.1 

Pa.s. ME02 exhibited greater retention of AmB in to skin layers (84.79 ± 2.08 µg.cm-2) than 

all the others formulations. In general, MEs showed higher drug release and retention than 

CSs and all of the formulations showed greater retentivity than permeability. Only MEs 

developed using Labrasol/Plurol Oleique (L/PO) as the surfactant and co-surfactant exhibited 

a moderate irritation potential, all other MEs and CSs were classified as non-irritants or slight 

irritants. The results indicate that formulations containing oil from S. cearensis are promising 

alternatives for the delivery of AmB targeting the treatment of cutaneous leishmaniasis. 

Keywords: Amphotericin B. Topical administration. In Vitro techniques. 
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1 INTRODUÇÃO 

A Anfotericina B é um antibiótico macrolídeo derivado de uma cepa de Streptomyces 

nodosus (CARVALHO et al., 2013; CHUDZIK et al., 2013), que possui atividade antifúngica 

e leishmanicida. A Leishmania e os fungos possuem ergosterol como principal esteróide na 

membrana plasmática, logo, a anfotericina liga-se ao ergosterol levando à formação de poros 

através das membranas lipídicas. A alteração da permeabilidade celular permite o escape de 

pequenos íons e metabólitos, principalmente íons potássio, levando à morte da célula (LIMA 

et al., 2007; NASCIMENTO et al., 2010). 

Seu uso na forma convencional é limitado pelos efeitos adversos, dentre eles, náusea, 

vômito, febre, hipotensão e, principalmente, pela nefrotoxicidade (CABRALES-VARGAS; 

LANIADO-LABORÍN, 2009). A Anfotericina B (AnB) lipossomal é incorporada pelo 

macrófago onde se abriga o parasito, praticamente não reagindo com o colesterol das células 

do hospedeiro, aumentando a eficácia e tolerabilidade do fármaco. Assim, as formulações 

lipídicas da AnB têm baixa nefrotoxicidade e podem ser utilizadas em doses altas por curto 

tempo (MARTINEZ, 2006). 

A baixa solubilidade da AnB em meio aquoso, sua alta toxicidade nas dispersões 

convencionais e a baixa taxa de absorção por via oral tem estimulado o desenvolvimento de 

novos sistemas de administração deste fármaco (CABRALES-VARGAS; LANIADO-

LABORÍN, 2009). 

A via tópica, por sua vez, tem sido considerada uma alternativa de interesse para a 

administração de fármacos, uma vez que oferece diversas vantagens, como a ausência de 

efeito de primeira passagem, o fato de ser indolor e a facilidade de aplicação, além de 

apresentar alta adesão por parte dos pacientes (WILLIAMS, 2003).  

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma doença infecciosa que afeta a pele e 

membranas mucosas e apresenta lesões ulceradas, nódulos e únicas ou múltiplas lesões com 

bordas elevadas bem definidas que aparecem em várias áreas do corpo, especialmente no 

rosto (BASANO; CAMARGO, 2004; RAMOS-E-SILVA; JACQUES, 2002; RIBEIRO et al., 

2016). A proliferação do parasita ocorre na derme e a intensidade depende da espécie e do 

estado imunológico do hospedeiro (HEPBURN, 2000). Os medicamentos atualmente 

utilizados para o tratamento de LTA não são eficazes e nenhuma vacina está disponível 

(LAUNOIS et al., 2008).  
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Diversos estudos clínicos mostraram a efetividade da AnB lipossomal no tratamento da 

LTA. No entanto, mesmo com a redução da toxicidade da AnB na forma lipossomal, em 

relação à desoxicolato, esses estudos reportaram um alto percentual de efeitos adversos, um 

longo período de tratamento e a necessidade de administração intravenosa, o que aumenta o 

custo e reduz a adesão ao tratamento (MOTTA; SAMPAIO, 2012; SOLOMON et al., 2011). 

Um método alternativo para tratar a LTA seria um agente tópico com alta rententividade e 

baixa permeabilidade através da pele, proporcionando, assim, que o fármaco seja retido na 

epiderme e derme, sem atingir níveis plasmáticos significativos, reduzindo os efeitos adversos 

relacionados com a toxicidade da AnB.  

Os estudos in vitro utilizando células de difusão de Franz são uma ferramenta valiosa e 

determinante na avaliação do comportamento de formulações de uso tópico, em virtude das 

inúmeras variáveis que comprometem o processo de fabricação (SANTES, 2008; SATO, 

2007).  Os estudos ex vivo permitem uma melhor compreensão dos fatores relacionados com a 

liberação do fármaco, incluindo forma farmacêutica, retenção e permeação. Embora estes 

ensaios possam ser realizados com diferentes biomembranas, a pele de porco tem sido 

amplamente utilizada devido à sua similaridade com a pele humana e fácil disponibilidade, 

uma vez que é um subproduto da indústria de alimentos (BARBERO; FRASCH, 2009). Para 

a condução adequada de tais estudos alguns parâmetros devem ser cuidadosamente avaliados, 

dentre eles, a espessura e integridade da pele (NETZLAFF et al., 2005).  

Medicamentos para aplicação tópica são geralmente testados em modelos de pele 

saudável, entretanto, o estrato córneo, principal barreira à penetração de substâncias através 

da pele, é frequentemente lesionado por afecções tópicas, como por exemplo nos casos das 

lesões causadas pela leishmaniose. Desta forma, se faz necessária a utilização de modelos de 

pele adequados quando se pretende avaliar a permeação de fármacos utilizados para tratar 

afecções que causam lesões na pele (DANCIK et al., 2015; SCHLUPP et al., 2014). 

Atualmente, novos veículos para a aplicação tópica de fármacos têm sido desenvolvidos 

com o objetivo de permitir o tratamento de lesões cutâneas persistentes que não respondem 

aos tratamentos tradicionais. 

Microemulsões (MEs) são sistemas transparentes, nos quais um óleo ou um fármaco é 

disperso num meio aquoso (ou vice-versa), contendo um tensoativo associado ou não, a um 

cotensoativo apropriado, gerando um sistema termodinamicamente estável (DAMASCENO et 

al., 2011). Estes sistemas apresentam capacidade de se formarem espontaneamente, podendo 

existir sob várias formas estruturais e atuam como promotores de permeação de vários 
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fármacos, devido ao reduzido tamanho das gotículas formadas, assim como ao seu alto 

conteúdo de tensoativo que desorganiza os lipídeos da pele (SILVA et al., 2009). Dessa 

forma, correspondem a uma alternativa promissora para melhorar a biodisponibilidade e 

diminuir os efeitos adversos causados pelo uso da AnB. Os sistemas lipídicos convencionais 

(SCs), tais como emulgéis e emulsões também podem fornecer uma alternativa de baixo custo 

para a aplicação tópica da AnB visando o tratamento da leishmaniose cutânea. 

Geralmente, os óleos e os agentes tensoativos são utilizados no desenvolvimento de 

emulsões, emulgéis e MEs. Os óleos vegetais têm um certo número de vantagens em 

comparação aos óleos minerais; são menos tóxicos, biodegradáveis e renováveis, enquanto 

que os produtos derivados de petróleo são finitos (DOSSAT et al., 2002). 

O Catolé (Syagrus cearensis Noblick) é uma palmeira brasileira a partir da qual é 

extraído um óleo contendo um elevado teor de ácidos graxos saturados e insaturados, 

incluindo os ácidos oleico, linoleico e ácido palmítico (NASCIMENTO et al., 2011; 

NOBLICK, 2004). Estes ácidos graxos conferem aos óleos fixos propriedades emolientes, 

quando incorporado em formulações tópicas (LEAL et al., 2013). Essa palmeira tem sido 

extensivamente utilizada para fins ornamentais e o seu óleo utilizado popularmente para tratar 

diversas doenças, incluindo erisipela (FERREIRA-JÚNIOR et al., 2011). 

Ensaios biológicos para avaliação da eficácia e segurança devem preceder a inserção de 

um produto no mercado. A avaliação do potencial irritante de uma substância é realizada com 

o objetivo de predizer os efeitos nocivos que a mesma poderá desencadear quando da 

exposição humana pelas diversas vias. Para cumprir este propósito, o modelo animal é o mais 

utilizado e requerido nos processos investigativos. Entretanto, a utilização de animais na 

pesquisa tem sido razão de diversas discussões em função do grande número necessário e do 

sofrimento causado aos mesmos (SCHEEL et al., 2011). 

Atualmente, muitos estudos têm sido realizados para obtenção de métodos in vitro, 

que possam ser utilizados como substitutos dos testes em animais. O teste de opacidade e 

permeabilidade em córnea bovina (BCOP) e o teste da membrana cório-alantóide do ovo de 

galinha (HET-CAM) e sua variação o CAM-TBS, são métodos in vitro reconhecidos 

internacionalmente para avaliação de potencial irritante (ICCVAM, 2010; WILSON et al., 

2015). O BCOP baseia-se na avaliação do potencial irritativo e tóxico através da opacidade da 

córnea bovina por desnaturação proteica, precipitação celular ou indução de inchaço estromal 

ou pela permeabilidade corneal à fluoresceína com perda da membrana celular e barreira do 

epitélio da córnea (SCOTT et al., 2010). Os métodos HET-CAM e CAM-TBS visam 
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identificar e avaliar o potencial irritante de um produto ou substância química, sobre a 

Membrana Córialantóide (CAM) do ovo embrionado da galinha, no décimo dia de incubação 

(TAVASZI, BUDAI, 2007). 

Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi desenvolver microemulsões e sistemas 

convencionais contendo o óleo de S. cearensis para a administração tópica de AnB visando o 

tratamento da leishmaniose cutânea, avaliar a sua liberação, permeação, retenção e potencial 

de irritação utilizando os métodos alternativos descritos acima. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

Avaliação biofarmacotécnica e do potencial irritante de sistemas microemulsionados e 

convencionais contendo o óleo de Syagrus Cearensis para administração tópica de 

Anfotericina B, utilizando métodos alternativos. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 Desenvolver e utilizar diagramas pseudoternários para obtenção e identificação de 

regiões de microemulsões; 

 Desenvolver sistemas convencionais, emulsões e emulgéis, para veiculação tópica de 

Anfotericina B. 

 Desenvolvimento e validação de metodologia analítica para o doseamento da 

Anfotericina B por CLAE-DAD; 

 Avaliação da incorporação máxima de Anfotericina B nas microemulsões; 

 Caracterizar os sistemas obtidos utilizando os seguintes parâmetros: condutividade 

elétrica, pH, potencial zeta, tamanho de gotícula,  microscopia de luz polarizada e 

espalhamento de Raio-X de Baixo Ângulo (SAXS); 

 Realizar caracterização físico-química do óleo de catolé (Syagrus cearensis); 

 Avaliar a estabilidade das microemulsões e sistemas convencionais desenvolvidos; 

 Avaliar taxa de liberação in vitro de Anfotericina B a partir das microemulsões e 

sistemas convencionais; 

 Avaliação ex vivo da permeação e retenção cutânea de Anfotericina B a partir das 

microemulsões e sistemas convencionais utilizando modelo de biomembrana lesionada; 

 Avaliar o potencial irritante das microemulsões e sistemas convencionais utilizando os 

testes em membrana corioalantóide HET-CAM e CAM-TBS; 

 Avaliação do potencial irritante das microemulsões e sistemas convencionais utilizando 

o teste de opacidade e permeabilidade em córnea bovina (BCOP); 

 Avaliar a correlação entre os métodos propostos para determinação de potencial 

irritante. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

3.1 Anfotericina B 

A Anfotericina B (AnB) é um antibiótico poliênico macrocíclico (Figura 1) produzido 

naturalmente pelo actinomiceto Streptomyces nodosus que foi inicialmente isolado em 

meados de 1955 (FILLIPIN; SOUZA, 2006). Trata-se de um dos agentes antifúngicos mais 

utilizados na prática clínica por apresentar potente ação fungicida. Sendo, também, utilizado 

clinicamente no tratamento de leismanioses resistentes ao tratamento com antimoniais 

(YARDLEY; CROFT, 2000). 

O nome Anfotericina deriva da característica anfotérica de sua estrutura molecular, 

apresenta características hidrofóbicas, em decorrência da parte apolar de sua molécula e 

características hidrofílicas, decorrentes da presença de inúmeros grupos hidroxilas, além 

disso, possui grupos carboxílico e amino, que lhe conferem propriedades anfifílicas (DORA, 

SOUZA, 2005; FILIPPIN, SOUZA, 2006; SILVEIRA, 2013). 

Figura 1 – Estrutura química da Anfotericina B (DRUGBANK, 2016). 

 

Apresenta-se como um pó amarelo alaranjado, que apresenta baixíssima solubilidade na 

maioria dos solventes, com exceção de dimetilsulfóxido (DMSO) e da dimetilformamida. O 

fármaco é sensível à luz, ao calor e ao pH abaixo de 6 e acima de 9 (FRANZINI, 2006). Esta 

baixa solubilidade leva a permeabilidade em membrana e biodisponibilidade limitadas, o que 

dificulta o desenvolvimento de formulações por via oral, que é a via mais conveniente e 

aceitável para os pacientes (SILVA et al., 2013) e, por isso, requer estratégias de formulação 

complexas para administração parenteral. (GANGADHAR et al., 2014). 

O principal mecanismo de ação da Anfotericina B consiste na habilidade que sua 

molécula possui em interagir com os esteróis da membrana, colesterol das membranas 
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plasmáticas de células animais e o ergosterol das membranas celulares fúngicas, e formar, 

com isso, canais, na qual há a liberação de constituintes internos. Esta liberação, seguida de 

um desequilíbrio na atividade enzimática das membranas afeta, consequentemente, a vida 

celular (ARAÚJO et al., 2005; FILIPPIN, SOUZA, 2006; NASCIMENTO et al., 2010). 

No entanto, por tal ação não ser exclusiva às células fúngicas, seu uso é limitado, muitas 

vezes, sendo necessária a interrupção do tratamento em razão dos graves efeitos adversos, 

como anafilaxia, trombocitopenia, dor generalizada, convulsão, calafrio, febre, flebite, 

anemia, anorexia, diminuição da função tubular renal e hipocalcemia (GIANNINI et al., 2004; 

MARTINEZ, 2006). 

Na tentativa de diminuir a nefrotoxicidade da Anfotericina B na sua formulação 

convencional, AnB-desoxicolato (Fungizone®), formulação que está disponível desde 1960 e 

é uma dispersão coloidal da AnB, e aumentar o seu potencial efeito terapêutico tem se 

incentivado o desenvolvimento de novos sistemas de liberação, como por exemplo, dispersões 

sólidas, lipossomas, emulsões lipídicas, nanocápsulas, AnB em cristais líquidos, 

nanopartículas lipídicas sólidas e complexos de AnB com íons específicos (GOLA et al., 

2016; GANGADHAR et al., 2014; PESTANA et al., 2008). 

Formulações lipídicas de anfotericinaB, dentre elas a Anfotericina B lipossomal 

(Ambisome®), complexo lipídico de AnB (ABLC, Abelcet®) e dispersão coloidal de AnB 

(ABCD, Amphocil®) são mais seguras do que a Anfotericina B desoxicolato porque são 

menos nefrotóxicas e podem alcançar uma maior concentração em alguns tecidos, incluindo o 

sistema nervoso central. Estas formulações são a primeira opção no tratamento de várias 

micoses sistêmicas, como a histoplasmose grave, mucormicose e criptococose, no entanto, 

todas requerem administração parenteral (PEÇANHA et al., 2016). 

3.2 Microemulsões 

As microemulsões (MEs) foram descritas inicialmente por Hoar e Schulman em 1943 e 

definidas como sistemas termodinamicamente estáveis e isotropicamente translúcidos de dois 

líquidos imiscíveis, usualmente água e óleo, estabilizados por um filme interfacial de 

tensoativos localizados na interface óleo/água (DAMASCENO et al., 2011; FORMARIZ et 

al., 2005).  

Para delinear um sistema microemulsionado, o desenvolvimento e o estudo de 

diagramas de fase pseudoternários mostram-se uma ferramenta extremamente importante. 

Geralmente, os diagramas são construídos para determinar a proporção das fases oleosa, 
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aquosa e de tensoativos que farão parte da ME. Assim, água, óleo e uma proporção de dois 

tensoativos são representados em cada vértice do diagrama (DAMASCENO et al., 2011).  

A mistura dos componentes da fase aquosa, fase oleosa, tensoativo e cotensoativo, na 

região de ME de um diagrama de fases, é capaz de formar diferentes estruturas internas. A 

estrutura formada é influenciada pelas propriedades físico-químicas dos componentes 

utilizados e da razão entre os componentes. Quando a fase aquosa é a interna, dispersa ou 

descontínua, ao passo que o óleo compõe a fase externa, dispersante ou contínua, o sistema é 

conhecido como sendo do tipo A/O. Inversamente, quando moléculas lipossolúveis estão 

localizadas no interior das gotículas esféricas de óleo e envolvidas por moléculas de 

tensoativos em um meio contínuo de água, esse sistema é conhecido como sendo do tipo O/A 

(SILVA et al., 2009; SILVEIRA et al., 2013; ZHAO et al., 2011). 

Atualmente, inúmeros fármacos são veiculados em formas farmacêuticas ditas 

convencionais e geralmente não conseguem atingir concentrações apreciáveis no tecido alvo 

do organismo porque, entre o local de aplicação e o alvo onde deve exercer seu efeito 

farmacológico, interpõem-se uma série de barreiras biológicas, as quais expõem os tecidos 

normais do organismo aos efeitos potencialmente tóxicos do fármaco (DALMORA et al., 

2001). 

Comparando as microemulsões com as formulações convencionais, as MEs apresentam 

várias vantagens, melhoraram a solubilidade do fármaco, apresentam estabilidade 

termodinâmica, facilidade de obtenção e aumento na biodisponibilidade transdérmica de 

fármacos, em razão da grande quantidade de tensoativos presentes em sua formulação, a 

interação com o estrato córneo em que a bicamada lipídica seria desestruturada e a 

permeabilidade dos fármacos facilitada Ainda, são sistemas adequados para veiculação tanto 

de fármacos solúveis em água, quanto insolúveis. Portanto, trata-se de um promissor veículo 

para administração tópica de medicamentos (SAHOO et al., 2014; SHAH et al., 2009; SILVA 

et al., 2009). 

É possível estabelecer claramente diferenças entre uma ME e uma emulsão. A tensão 

interfacial de uma ME é muito baixa quando comparada com a tensão interfacial de uma 

emulsão, o que pode levar a formação espontânea das MEs e, consequentemente, a um 

pequeno tamanho das gotículas. Enquanto isso, as emulsões são dispersões opticamente 

turvas e leitosas e, normalmente, só podem ser obtidas por agitação mecânica devido a sua 

instabilidade termodinâmica (DAMASCENO et al., 2011; FORMARIZ et al., 2005; YUAN, 

2009). 
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3.3 Catolé (Syagrus cearensis) 

O Brasil possui uma grande biodiversidade distribuída em diferentes biomas, como 

por exemplo, Amazônia, Cerrado, Caatinga e Mata Atlântica. No entanto, apesar desta 

biodiversidade, a maioria das espécies permanece não cultivadas e poucas pesquisas 

científicas têm sido conduzidas para descrever tal diversidade. Estima-se que apenas 5% das 

espécies conhecidas tenham sido investigadas quanto ao potencial agronômico, fitoquímico e 

biológico (MEDINA et al., 2011; BESKOW et al., 2015). 

A região Nordeste do Brasil tem a maior parte de seu território ocupado pela caatinga 

que se caracteriza por ser uma vegetação xerófila, de fisionomia e florística variada 

(OLIVEIRA et al., 2009).  

O Catolé (Syagrus cearensis Noblick) é uma palmeira pertencente à família Arecaceae 

típica da Caatinga do Nordeste brasileiro, é cultivado mais comumente nos estados Bahia, 

Ceará, Paraíba e Pernambuco (NOBLICK, 2004).  

O Syagrus Cearensis possui, normalmente, cerca de 3 a 5 metros, podendo chegar a 

medir 10 metros de altura. As flores são pequenas, reunidas em cachos que surgem 

predominantemente de maio a agosto, embora floresça e frutifique durante todo o ano, 

amadurecem no período de outubro a dezembro. Os frutos têm cerca de 5cm de comprimento 

e possuem um sabor adocicado, sendo consumidos in natura (LORENZI et al., 2004; 

LORENZI et al., 2010).  

A partir do coco catolé é extraído um óleo, cerca de 70g/100g de coco, contendo um 

elevado teor de ácidos graxos saturados e insaturados, incluindo os ácidos oleico, linoleico e 

palmítico (NASCIMENTO et al., 2011; NOBLICK, 2004). Estes ácidos graxos conferem aos 

óleos fixos propriedades emolientes, quando incorporados em formulações tópicas (LEAL at 

al., 2013). 

É comum o uso das folhas do catolé para a produção de artefatos como vassouras, 

chapéus, bolsas, abanadores e para outros propósitos ornamentais (SOUTO, 2014). O óleo do 

coco catolé é utilizado tanto na culinária quanto em cosméticos, terapeuticamente, de forma 

popular, é utilizado para tratamento do estômago, erisipela, diarreia e também como diurético 

(FERREIRA-JÚNIOR ET al., 2011; ROSA et al., 2015; RUFINO et al., 2008). No entanto, 

não há na literatura, relatos da utilização deste como constituinte farmacêutico e/ou 

cosmético. 
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Figura 2 – a) Coco catolé (NASCIMENTO et al., 2011); b) Palmeira Syagrus cearensis 

(SILVA, 2012). 

 

3.4 Leishmaniose Tegumentar Americana 

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma doença infecciosa crônica não 

contagiosa, causada por protozoários do gênero Leishmania da família Trypanosomatidae 

(COELHO et al., 2016). É uma doença negligenciada de impacto global na saúde pública. 

Estima-se que, a cada ano, cerca de 1,5 milhões adquirem a doença  (ESPIR et al., 2016). 

Essa infecção é caracterizada por úlceras cutâneas que podem se espalhar e causar 

destruição tecidual do nariz e da boca (Figura 3), considerada uma doença tropical 

negligenciada e uma grave ameaça para a saúde global devido à sua expansão contínua, é 

favorecida pelo ciclo de vida do seu organismo causador que é mantido em reservatórios de 

animais domésticos e espécies antropofílicas de moscas de areia (COSTA et al., 2016; LIMA 

et al., 2016). 

No Brasil, a Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma das afecções 

dermatológicas que merece mais atenção, devido à sua magnitude, assim como pelas 

deformidades que pode produzir no ser humano, e também, pelo envolvimento psicológico, 

com reflexos no campo social e econômico, uma vez que, na maioria dos casos, pode ser 

considerada uma doença ocupacional. Apresenta ampla distribuição, com registro de casos em 

todas as regiões brasileiras, no entanto, com maior prevalência nas regiões Norte e Nordeste 

(BRASIL, 2010). 

A administração parenteral de compostos antimoniais pentavalentes permanece como 

a terapia de primeira escolha para todas as formas de leishmaniose (DESJEUX et al., 2004).  

A quimioterapia oral da leishmaniose consiste na administração dos antimoniais, miltefosina e 

a) b) 
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paromomicina, por cerca de três semanas (SUNDAR;  CHAKRAVARTY, 2013). Contudo, a 

resistência e a elevada frequência dos efeitos secundários são ainda problemas relevantes 

associados a esses tratamentos. A anfotericina B é uma terapia de segunda linha útil para o 

tratamento da leishmaniose, em caso de falhas no tratamento com os compostos antimoniais, 

sendo administrada atualmente em um ambiente de internação, necessitando de infusão ao 

longo de várias horas devido ao seu potencial para gerar nefrotoxicidade aguda e hemólise 

(MATLASHEWSKI et al., 2011). 

A resistência aos antimoniais é crescente e a inclusão da anfotericina B lipossomal no 

tratamento é cada vez mais recomendada (BALASEGARAM et al., 2012). Estudos recentes 

têm mostrado a eficácia da AnB lipossomal no tratamento da LTA. No entanto, mesmo coma 

redução da toxicidade da AnB na forma lipossomal, em relação à forma convencional, 

desoxicolato de sódio, os estudos reportaram um alto percentual de efeitos adversos e um 

longo período de tratamento (SOLOMON et al., 2011; MOTTA; SAMPAIO, 2012). Mesmo 

na forma lipossomal, a AnB é administrada por infusão intravenosa lenta, trata-se de um 

procedimento de internação e representa um ônus adicional nos locais pobres em recursos 

(GAHART et al., 2016). 

Portanto, é conveniente o desenvolvimento de novos sistemas de liberação que 

possibilitem ofertar alternativas terapêuticas para o tratamento da leishmaniose cutânea, mas, 

que além de seguros e eficazes, reduzam os custos associados à adminitração intravenosa e 

aumentem os índices de adesão ao tratamento. 

Figura 3 – Diferentes tipos de lesões causadas pela Leishmaniose Tegumentar 

Americana (BRASIL, 2010). 
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3.5 Métodos Alternativos 

A utilização de animais em pesquisa científica é descrita desde o século V a.C., no 

entanto, a primeira lei a regulamentar o uso de animais para este fim só foi proposta em 1876 

pelo Reino Unido, através do British Cruelty to Animal Act. (MIZIARA et al., 2012; 

RAYMUNDO; GOLDIM, 2002). 

Em 1959, William Russell e Rex Burch publicaram o livro The principles of humane 

experimental technique onde estabelecem os 3R’s da pesquisa em animais, Refine, Replace e 

Reduce. Tal proposta, não proibia a utilização de animais em pesquisa, mas tinha o sentido de 

humanizar a prática para que fosse tratada sempre considerando as questões éticas e 

científicas (RUSSELL; BURCH, 1959). 

O refinamento (refine) está relacionado com o alívio ou minimização da dor, sofrimento 

ou estresse causado ao animal; a redução (reduce) trata da obtenção de métodos que possam 

ter mesmo nível de confiabilidade, mas que utilizem número menor de animais; a substituição 

(replace) estabelece que um determinado desfecho seja alcançado sem a utilização de animais 

vertebrados vivos (RAYMUNDO; GOLDIM, 2002; RUSSELL; BURCH, 1959). 

A partir da publicação dos princípios dos 3R’s, aumentaram-se os esforços para o 

desenvolvimento de métodos alternativos que pudessem substituir, refinar e/ou reduzir a 

utilização de animais para fins de pesquisa.  

Métodos alternativos são procedimentos validados e internacionalmente aceitos que 

garantam resultados semelhantes e com reprodutibilidade para atingir, sempre que possível, a 

mesma meta dos procedimentos substituídos por metodologias que: não utilizem animais; 

usem espécies de ordens inferiores; empreguem menor número de animais; utilizem sistemas 

orgânicos ex vivos; ou diminuam ou eliminem o desconforto (BRASIL, 2009).  

A participação da Comissão Internacional em atividades destinadas à validação de 

métodos alternativos aos ensaios em animais teve início em 1991 com o lançamento do 

primeiro centro de validação, o EURL-ECVAM (European Union Reference Laboratory for 

alternatives to animal testing). A validação, neste caso, consiste em demonstrar a 

reprodutibilidade e relevância de um dado método, considerando a capacidade preditiva da 

resposta in vivo, para uma determinada aplicação (QUANTIN et al., 2015). A 

disponibilização mundial dos métodos alternativos validados ocorre após harmonização 

através da Organização para a Cooperação e Desenvolvimento Econômico (OECD, 2005).  
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No Brasil, a regulamentação específica da pesquisa em animais se deu apenas em 2008, 

com a aprovação da Lei nº 11.794/08, conhecida como Lei Arouca, que instituiu o Conselho 

Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA) e regulamentou a utilização de 

animais em atividades de ensino e pesquisa científica. A este Conselho compete monitorar e 

avaliar a introdução de técnicas alternativas que substituam a utilização de animais em ensino 

e pesquisa, credenciar as instituições que utilizem animais em seus trabalhos, além de 

conceber as normas brasileiras de criação e utilização de animais de laboratório (BRASIL, 

2008). 

 O Ministério da Ciência, Tecnologia, Inovação e Comunicações (MCTIC) estabeleceu, 

através da portaria nº 491 de 03 de Julho de 2012, a Rede Nacional de Métodos Alternativos 

(RENAMA). Rede composta por três Laboratórios Centrais, o Instituto Nacional de 

Metrologia, Qualidade e Tecnologia (Inmetro), o Instituto Nacional de Controle de Qualidade 

em Saúde (INCQS) e o Laboratório Nacional de Biociências (LNBio), além dos Laboratórios 

Associados, públicos ou privados, com reconhecida competência na realização e 

desenvolvimento de métodos alternativos ao uso de animais de experimentação, e que têm a 

função de contribuir para a disseminação e desenvolvimento dos métodos alternativos e 

constituir a infra-estrutura de ensaio de métodos alternativos do país. Atualmente a 

RENAMA possui dezenove Laboratórios Associados distribuídos pelos estados de Santa 

Catarina, Paraná, São Paulo, Rio de janeiro, Minas Gerais, Goiás, Bahia e Pernambuco 

(Núcleo de Desenvolvimento Farmacêutico e Cosméticos da Universidade Federal de 

Pernambuco – NUDFAC/UFPE). 

 Outros marcos importantes na regulamentação de Métodos Alternativos no Brasil 

foram a criação do Centro Brasileiro para Validação de Métodos Alternativos (BraCVAM, 

Brazilian Center for Validation of Alternative Methods) em 2013,  através de Portaria da 

Direção do INCQS, a Resolução Normativa Nº 18, de 24 de setembro de 2014 e a Resolução 

Normativa Nº 31, de 18 de agosto de 2016, ambas do CONCEA, que reconhecem o uso no 

país de métodos alternativos validados, que tenham por finalidade a redução, a substituição ou 

o refinamento do uso de animais em atividades de pesquisa e conferem prazo de cinco anos a 

partir de suas respectivas publicações para utilização exclusiva do método alternativo. 

 As Tabelas 1 e 2 mostram os métodos reconhecidos pelo CONCEA através das 

Resoluções Normativas 18/2014 e 31/2016. 
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Tabela 1 – Métodos Alternativos reconhecidos pelo CONCEA – RN 18/2014. 

RESOLUÇÃO NORMATIVA Nº 18, DE 24 DE SETEMBRO DE 2014 

I - Para avaliação do potencial de irritação e corrosão da pele: 

a) Método OECD TG 430 - Corrosão dérmica in vitro: Teste de Resistência Elétrica 

Transcutânea; 

b) Método OECD TG 431 - Corrosão dérmica in vitro: Teste da Epiderme Humana 

Reconstituída; 

c) Método OECD TG 435 - Teste de Barreira de Membrana in vitro; e 

d) Método OECD TG 439 - Teste de irritação Cutânea in vitro. 

II - Para avaliação do potencial de irritação e corrosão ocular: 

a) Método OECD TG 437 - Teste de Permeabilidade e Opacidade de Córnea Bovina; 

b) Método OECD TG 438 - Teste de Olho Isolado de Galinha; e 

c) Método OECD TG 460 - Teste de Permeação de Fluoresceína. 

III - Para avaliação do potencial de Fototoxicidade: 

a) Método OECD TG 432 - Teste de Fototoxicidade in vitro 3T3 NRU. 

IV - Para avaliação da absorção cutânea: 

a) Método OECD TG 428 - Absorção Cutânea método in vitro. 

V - Para avaliação do potencial de sensibilização cutânea: 

a) Método OECD TG 429 - Sensibilização Cutânea: Ensaio do Linfonodo Local; e 

b) Método OECD TG 442A e 442B - Versões não radioativas do Ensaio do Linfonodo Local. 

VI - Para avaliação de toxicidade aguda: 

a) Método OECD TG 420 - Toxicidade Aguda Oral - Procedimento de Doses Fixas; 

b) Método OECD TG 423 - Toxicidade Aguda Oral - Classe Tóxica Aguda; 

c) Método OECD TG 425 - Toxicidade Aguda Oral - procedimento "Up and Down"; e 

d) Método OECD TG 129 - estimativa da dose inicial para teste de toxicidade aguda oral 

sistêmica. 

VII - Para avaliação de genotoxicidade: 

a) Método OECD TG 487 - Teste do Micronúcleo em Célula de Mamífero in vitro. 
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Tabela 2 – Métodos Alternativos reconhecidos pelo CONCEA – RN 31/2016. 

RESOLUÇÃO NORMATIVA Nº 31, DE 18 DE AGOSTO DE 2016 

I - Avaliação do potencial de irritação e corrosão ocular: 

a) Método OECD TG 491 - Teste in vitro de curta duração para danos oculares; 

b) Método OECD TG 492 - Epitélio corneal humano reconstruído; 

II - Avaliação do potencial de sensibilização cutânea: 

a) Método OECD TG 442C - Sensibilização cutânea in chemico; 

b) Método OECD TG 442D - Sensibilização cutânea in vitro; 

III - avaliação de toxicidade reprodutiva: 

a) Método OECD TG 421 - Teste de triagem para toxicidade reprodutiva e do 

desenvolvimento; 

b) Método OECD TG 422 - Estudo de toxicidade repetida combinado com teste de toxicidade 

reprodutiva; e 

IV - Avaliação da contaminação pirogênica em produtos injetáveis: 

a) Teste de Endotoxina Bacteriana (Farmacopeia Brasileira). 

3.5.1 Absorção Cutânea: método in vitro (OECD TG 428) 

A administração tópica de fármacos é uma via de administração atraente em 

comparação com vias mais convencionais, tais como a administração oral de fármacos, uma 

vez que evita o metabolismo de primeira passagem, e pode superar os problemas de baixa 

adesão pelo paciente (BARTOSOVA; BAJGAR, 2012). 

Os estudos de absorção cutânea desempenham um papel essencial na seleção dos 

fármacos para aplicação dérmica ou transdérmica. Portanto, a escolha de modelos preditivos 

de penetração in vitro são extremamente importantes (SCHMOOK et al., 2001). 

As células de difusão de Franz (CDF) são os modelos de células estáticas mais 

comumente utilizados nos estudos de absorção cutânea. As CDF consistem em dois 

compartimentos, um doador e outro receptor, que devem ser separados por uma membrana, 

seja sintética ou natural. As membranas sintéticas são normalmente utilizadas para os estudos 

de liberação de fármaco e as biomembranas (humana ou animal) para estudos de absorção 

cutânea, devido às diferentes propriedades de difusão oferecidas pelos modelos de membranas 

(SIMON et al., 2016). 



37 
 

 

A substância de ensaio, que pode ser marcada radioativamente, é aplicada à superfície 

da membrana, no compartimento doador. O compartimento receptor é preenchido com uma 

solução que favorece as sink conditions, isto é, uma condição de não saturação do sistema 

dinâmico (SILVA et al, 2009), possibilitando um fluxo contínuo do fármaco. O produto teste 

permanece na membrana por um tempo determinado e sob condições especificadas, antes da 

remoção por um procedimento de limpeza apropriado. O fluido receptor é amostrado em 

tempos pré-determinados ao longo da experimentação e analisado por métodos analíticos 

apropriados para quantificar a substância de ensaio e/ou seus metabolitos (OECD, 2004). 

O modelo ideal de biomembrana para os estudos de absorção cutânea é a pele humana 

ex vivo, no entanto, devido à dificuldade de obtenção, alta variabilidade e às questões éticas, 

os modelos animais são extensivamente utilizados (SCHMOOK et al., 2001; BARBERO; 

FRASCH, 2009).  

Vários modelos de peles de animais têm sido utilizados em substituição à pele humana, 

por exemplo, pele excisada de rato, de rato sem pelo, de camundongo, de porco e de cobaia, 

para predizer a absorção cutânea de substâncias em humanos (BARBERO & FRASCH, 2009; 

BRONAUGH et al., 1982). No entanto, o estrato córneo desses animais difere do humano na 

espessura, no conteúdo aquoso, no perfil lipídico e na morfologia (BRONAUGH et al., 1982; 

BARRY; WILLIAMS, 2008). Diversos estudos relatam que a permeação percutânea em pele 

do porco apresenta-se como o modelo mais adequado para substituir a pele humana, devido à 

similaridade e capacidade preditiva (BRONAUGH et al., 1982; SCHMOOK et al., 2001). 

Alguns parâmetros são críticos para o delineamento de um ensaio de absorção cutânea, 

dentre os quais deve-se destacar a espessura e a integridade do modelo de pele utilizado. 

É necessária a avaliação da integridade da pele antes de iniciar os ensaios de absorção 

cutânea, no entanto, não há uma padronização do método específico e dos valores 

possivelmente aceitos (OECD, 2004). A medição da perda de água transepidermal (TEWL) e 

resistência elétrica transepitelial (TEER) são métodos bem estabelecidos para avaliar a 

integridade da barreira cutânea, uma vez que quando a pele é danificada, sua função de 

barreira é prejudicada, resultando em maior perda de água (MACHADO et al., 2010; 

RAVICHANDRAN et al., 2011; SCHLUPP et al., 2014).  

 3.5.2 Ensaios em membrana cório-alantóide (HET-CAM e CAM-TBS) 

Os conhecidos testes de irritação ocular e cutânea, utilizados com o objetivo de 

determinar o grau de irritabilidade, de diversas substâncias e produtos foram inicialmente 



38 
 

 

descritos por John H. Draize (DRAIZE et al., 1944) e, em muitos países ainda são adotados 

oficialmente até hoje (WILHELMUS, 2001). Todavia, são testes que utilizam muitos animais 

e que causam intenso sofrimento aos mesmos (OLIVEIRA et al., 2012). Por estas razões há 

uma pressão crescente para substituir os testes in vivo por ensaios in vitro que alcancem 

vantagens como: maior eficácia, menor custo e maior facilidade de difusão e incorporação de 

tais metodologias por outros laboratórios, sendo, portanto, uma questão bastante relevante 

(WORTH; BALLS, 2002; ABREU et al., 2008).  

O HET-CAM (Hens Egg Test- Chorion Allantoide Membrane) é um ensaio que utiliza a 

membrana corioalantóide do ovo embrionado de galinha da raça Leghorn, no décimo dia de 

incubação. Tem como objetivo avaliar o potencial irritante de uma substância ou produto 

acabado (produtos solúveis, emulsões, géis e óleos). O ensaio é baseado na observação dos 

efeitos irritantes (hiperemia, hemorragia e coagulação), após 5 minutos da aplicação do 

produto, puro ou diluído, sobre a membrana cório-alantóide (ICCVAM, 2010; NÓBREGA et 

al., 2012). 

Tanto o HET-CAM, quanto sua versão modificada, o CAM-TBS (Chorionallantoic 

membrane – trypan blue staining), que avalia os danos à membrana cório-alantóide pela 

quantidade do corante azul de Trypan absorvido pela mesma, são métodos válidos e 

reconhecidos internacionalmente (ICCVAM, 2010; OLIVEIRA et al., 2012; WILSON et al., 

2015). 

Estudos recentes demonstraram a maior sensibilidade e capacidade de predição do 

CAM-TBS em relação ao HET-CAM e de ambos em relação ao Fluorescein Leakage Test 

(FLT), 3T3-Neutral Red Uptake (NRU) cytotoxicity assay, Red Blood Cell (RBC) haemolysis 

assay (YANG et al., 2011) e, ainda, grande especificidade dos testes de CAM, especialmente 

o HET-CAM, para substâncias ou produtos com baixo ou nenhum potencial irritante 

(SCHEEL et al., 2011). 

Atualmente, o BraCVAM está conduzindo a validação do teste HET-CAM, é o primeiro 

ensaio de validação de um método alternativo em território nacional, o que permitirá ao país 

obter experiência no processo de validação e contribuir para a redução dos animais utilizados 

em experimentação. Caso tenha êxito, o método alternativo poderá então ser regulamentado, 

ensinado e empregado rotineiramente. 

3.5.3 Teste de opacidade e permeabilidade de córnea bovina (BCOP) 

Embora alguns métodos alternativos ao teste de irritação ocular de Draize, como o teste 

de opacidade e permeabilidade de córnea bovina (BCOP, bovine corneal opacity and 
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permeability) e o teste do olho enucleado de galinha (ICE, isolated chicken eye), tenham sido 

formalmente validados, estes não se aplicam à avaliação de produtos com baixo potencial 

irritante, pois possuem boa capacidade de predição apenas para produtos corrosivos ou com 

potencial irritante severo (DONAHUE et al., 201; OECD, 2009; OLIVEIRA et al., 2012). 

O teste de opacidade de córnea bovina (BCOP) já é validado internacionalmente pelo 

EURL-ECVAM e aceito para fins regulatórios no Brasil pela ANVISA (BRASIL, 2014). 

Todos os tipos de substâncias, incluindo formulações podem ser avaliadas. As limitaçõesdo 

ensaio são as elevadas taxas de falsos positivos para álcoois e cetonas e de falsos negativos 

para sólidos. A exclusão destes compostos melhora a precisão do ensaio (ICCVAM, 2006). 

O método baseia-se na medida da opacidade e da permeabilidade da córnea bovina após 

o contato com o produto teste. A medida da opacificação córnea é realizada com o auxílio de 

um opacitômetro, aparelho que determina a diferença de transmissão do fluxo luminoso entre 

a córnea a ser avaliada, fixando um valor numérico da opacidade. A medida da 

permeabilidade córnea é realizada conforme o tempo de contato, adicionando fluoresceína e 

medindo a densidade óptica em 490 nm, obtendo-se uma escala que considera os fenômenos 

observados (BHASKER et al., 2015; CHORILLI et al., 2009; CRUZ, 2003). 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Materiais 

Foi utilizada Anfotericina B- lote 02139/2013, Cristália; Miristato de Isopropila, 

Polietilenoglicol 400, Tween® 20 (Polissorbato 20), Span® 80 (Mono-oleato de sorbitano), 

Tween® 80 (Polissorbato 80), Álcool Isopropílico, Vetec, Brasil; Plurol oleique®, 

(poligliceril-6 dioleato), Labrasol® (Caprylocaproyl macrogol-8 glycerides), Gatefossé, 

França; Kolliphor® EL (Polyoxyl 35 Castor Oil), fluoresceína sódica, Corante Azul de 

Trypan, Minimum Essential Medium Eagle, Ácido oléico, Óleo de Oliva, Sigma-Aldrich, 

Brasil; Metanol e Acetonitrila grau HPLC, JT Baker, EUA; BRIJ®O20 (Polyoxyethylene 20 

oleyl ether), Croda, Reino Unido; Óleo de Licuri (Syagrus coronata), Coopes, Brasil; Óleo de 

Catolé (Syagrus cearensis); filtros de seringa e membranas filtrantes de ésteres de celulose de 

0,45µm e 0,22 µm, Millipore®; água deionizada em sistema de ultra purificação Purelab, 

Elga, EUA. 

4.2 Equipamentos 

Os seguintes equipamentos foram utilizados: Banho Dubnoff Microprocessado Q226M, 

Quimis, Brasil; Centrífuga, Centribio 80-2B, Brasil; Agitador magnético 713D, Fisatom, 

Brasil; Pipetas automáticas, Eppendorf, Alemanha; Banho Ultrassom Quimis; pHmetro pH21, 

Hanna Instruments Inc., EUA; Condutivímetro GEHAKA® CG 2200, Brasil; ZetaSizer® 

Nano-ZS90, Malvern® Instruments, Reino Unido; Microscópio de Luz Polarizada, RMN-1 

(300 MHz) Leica, Reino Unido; Cromatógrafo líquido Nexera X2, Shimadzu, Japão; Vision® 

MicroetteTM, Hanson, Reino Unido; opacitômetro BASF-OP 3.0, Alemanha; chocadeira IP 

70D Premium Ecológica, Brasil; Iliminador por  fibra ótica MGA-D, Brasil; Dermatômetro 

Nouvag, Alemanha; Tewameter® TM 300, Courage+Khazaka, Alemanha. 

4.3 Solubilidade da Anfotericina B em tensoativos e óleos 

Visando selecionar os tensoativos e óleos mais adequados para o desenvolvimento das 

microemulsões, a solubilidade da Anfotericina B, em vários meios, conforme a tabela abaixo, 

foi investigada por adição de 100 mg de fármaco em frascos âmbar com 5 mL de cada meio. 

Em seguida, os frascos contendo a mistura foram mantidos em incubadora com agitação 

(técnica shake-flask) a 25°C durante 48 horas para obter o equilíbrio. Após as 48 horas os 

tubos com a mistura foram centrifugados (4000 rpm ≈ 1500 g), por 10 minutos, o 

sobrenadante foi filtrado em filtro de seringa 0,45 µm e diluído em metanol. O teor do 
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fármaco foi avaliado por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) (PESTANA et 

al., 2008; SHAH et al., 2009). 

Tabela 3 – Meios utilizados no estudo de solubilidade da anfotericina B 

 MEIO 

Óleos 

 

 

 

 

Ácido Oléico 

Miristato de Isopropila 

Óleo de Oliva 

Óleo de Licuri 

Óleo de Catolé 

Tensoativos Tween 80® 

Tween 20® 

Álcool Isopropílico 

 Span 80® 

 Labrasol® 

 Kolliphor EL® 

 Plurol Oleique® 

4.4 Desenvolvimento dos diagramas de fase pseudoternários 

Os tensoativos foram misturados nas seguintes proporções (p/p): 1:1, 2:1 e 5:1. A esta 

mistura de tensoativos, foi adicionada a fase oleosa nas proporções de 1:9, 2:8, 3:7, 4:6, 5:5, 

6:4, 7:3, 8:2 e 9:1. As titulações foram feitas com água purificada tipo Milli-Q®, utilizando 

uma pipeta automática ajustada a 1000 μL, adicionando lentamente, à temperatura ambiente. 

Durante a titulação, a mistura foi homogeneizada utilizando agitador magnético, por 3 

minutos, e as mudanças do aspecto visual foram observadas. Considerando-se as proporções 

dos componentes dos sistemas, após as titulações aquosas foram marcadas as áreas em que se 

deu a formação de sistema isotrópico e opticamente transparente (PATEL et al., 2013; ZHAO 

et al., 2011). 

4.5 Máxima incorporação de Anfotericina B nas microemulsões 

Fármaco em excesso (100 mg) foi adicionado diretamente à 5 mL das formulações 

previamente preparadas e a mistura agitada em vórtex por 5 minutos. As amostras foram 

submetidas à agitação magnética a 300 rpm por 48 horas e em seguida à ultrassom em modo 
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descontínuo por 60 minutos à temperatura ambiente. Ao fim da sonicação, centrifugadas 

(4000 rpm ≈ 1500 g) por 20 minutos, para eliminar o excesso de fármaco não incorporado. O 

sobrenadante foi filtrado e diluído em metanol para a quantificação da Anfotericina B na 

formulação por CLAE. 

4.6 Preparação das microemulsões e sistemas convencionais contendo Anfotericina B 

Após a construção dos diagramas de fase, diferentes formulações foram selecionadas 

para a incorporação do fármaco. 0,1% (p/p) de Anfotericina B foi dissolvido gradualmente em 

água em pH 11. Em seguida, a solução aquosa com o fármaco foi adicionada lentamente à 

quantidade selecionada da mistura óleo e tensoativos sob agitação magnética contínua. O pH 

foi ajustado e a formulação foi sonicada por 30 min.  

 O emulgel (SC1) e a emulsão (SC2) foram preparados, em triplicata, de acordo com a 

técnica clássica de inversão de fase. As fases foram misturadas a 70 ± 5ºC, mantendo a 

agitação a 1000 rpm durante 30 minutos. A anfotericina B, numa proporção de 0,1% (p/p) foi 

incorporada após resfriamento das formulações sob agitação mecânica constante de 900 rpm 

durante 15 minutos. Para obtenção do emulgel e da emulsão utilizou-se óleo de catolé, BHT 

como antioxidante, Span 80 e Tween 80 como tensoativos, carbopol 940 e cera polawax como 

espessantes, em concentrações que estão demonstradas na tabela abaixo.  

Tabela 4 – Composição centesimal de emulgel e emulsão contendo anfotericina B. 

Composição (%) SC1 SC2 

AnB 

Óleo de Catolé  

Span 80 

Tween 80 

Carbopol 

Polawax 

BHT 

Água 

0,1 

10,0 

1,5 

3,5 

0,4 

_ 

0,1 

84.4 

0,1 

10,0 

1,5 

3,5 

_ 

10,0 

0,1 

74,8 

4.7 Caracterização das microemulsões e sistemas convencionais desenvolvidos 

Diversos métodos podem ser utilizados para caracterizar um sistema de liberação de 

fármacos, entretanto, para se obter informações mais detalhadas sobre sua estrutura e 

dinâmica, devem-se levar em consideração os resultados de mais de um método. 
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De acordo com as regiões de microemulsão nos diagramas de fase e com a capacidade 

dos sistemas selecionados de solubilizar o fármaco, quatro microemulsões e duas formulações 

convencionais, emulgel e emulsão, foram preparadas e avaliadas através dos seguintes 

parâmetros. Todas as análises foram realizadas, no mínimo, em triplicata. 

 4.7.1Centrifugação 

As formulações foram centrifugadas, durante 20 min a 1500 g e após a centrifugação 

observou-se a ocorrência ou não de separação de fases. 

4.7.2 Determinação da condutividade elétrica 

A condutividade elétrica das formulações foi determinada em condutivímetro CG 

2200 - GEHAKA®, aferido com solução padrão de KCl de 1412 μS/cm, à temperatura 

ambiente.  

4.7.3 Teste de solubilidade em corante 

Um corante solúvel em água (FD&C Red 40) foi adicionado às microemulsões e a fase 

do sistema foi avaliada visualmente (BUTANI et al., 2014). 

4.7.4 Determinação do pH 

O pH das formulações foi determinado através de pHmetro Hanna®pH21, previamente 

calibrado com as soluções tampão pH 7,0 e pH 4,0, à temperatura ambiente. 

4.7.5 Determinação do potencial zeta e tamanho das gotículas 

As medidas de potencial zeta e tamanho de gotículas das formulações foram 

determinadas utilizando o ZetaSizer® Nano-ZS90 (Malvern®, Inglaterra). As formulações 

foram diluídas em 1:10 com água destilada. 

4.7.6 Microscopia de luz polarizada 

As formulações foram avaliadas através de Microscópio de Luz Polarizada (DM 750P 

– Leica®) para avaliar a isotropia ou anisotropia dos sistemas. 

4.7.7 Viscosidade e Reologia 

A viscosidade e as propriedades reológicas dos sistemas convencionais foram 

determinadas em temperatura ambiente utilizando um viscosímetro rotacional Rheology 

International Digital. As microemulsões foram analisadas com um reômetro oscilatório MCR 

101 Anton Paar, à temperatura de 25 ± 0,2 ◦C. 

4.7.8 Espalhamento de raios X a baixo ângulo (SAXS) 
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As amostras selecionadas foram submetidas a esse estudo para obter informações sobre 

a estrutura e distribuição de tamanho dos objetos espalhadores dos sistemas. As medidas 

foram realizadas na estação de medidas D11-A SAS do Laboratório Nacional de Luz 

Síncroton (LNLS) em Campinas, que é equipado com um monocromador do tipo Silício 

(111), produzindo feixe de raios-X incidente (λ= 1,55Ǻ), uma câmara de ionização, um 

detector vertical e um analisador multicanal para registrar a intensidade do espalhamento. A 

distância amostra-detector foi de 1,536 nm. O espalhamento I(q) foi expresso em unidades 

arbitrárias e o espalhamento de ar parasita (espalhamento de partículas existentes no sistema 

sem amostra) foi subtraído de intensidade total da amostra. As curvas resultantes foram 

normatizadas levando em consideração os efeitos do decaimento natural, da intensidade da 

fonte de luz síncrotron, da sensibilidade do detector e da transmitância. Os dados foram 

tratados utilizando o software Origin Pro v.8.  

4.8 Avaliação da estabilidade das formulações 

Para avaliar a estabilidade das microemulsões e sistemas convencionais contendo 

0,1% de Anfotericina B (p/p), as mesmas foram acondicionadas em frasco de vidro âmbar à 

temperatura ambiente (25 ± 2°C) e à temperatura de 5 ± 2 °C durante 90 dias. As formulações 

foram avaliadas 24 horas após a fabricação e a cada 30 dias quanto ao teor de fármaco, 

tamanho e distribuição das gotículas. 

4.9 Quantificação e validação de método para doseamento de Anfotericina B  

 As análises foram realizadas em cromatógrafo líquido Shimadzu com controlador SCL-

10AVP, auto Injetor SIL-30AC, bomba LC-30AD e DAD (UV-Vis) Detector SPD-M20A, 

com fase móvel constituída por Metanol:Acetonitrila:EDTA 2,5mM (40:30:30), fluxo de 1,0 

mL/min,com coluna Kinetex® 5 μm C18, 100 A, 150 x 4,6 mm, volume de injeção de 15 µL 

e detecção em comprimento de onda de 406 nm, com tempo de análise de 6 minutos. Os 

dados foram obtidos utilizando o software LC Solution® versão 1.25.  

 O método foi validado segundo RE n° 899/03 da ANVISA (BRASIL, 2003). A 

linearidade do método foi verificada nas concentrações de 0,1; 0,5; 1,0; 5,0; 10,0; 15,0 e 20 

μg/mL a partir de uma solução inicial de 100 µg/mL. 

 A solução inicial de anfotericina B foi preparada pesando-se analiticamente 10 mg de 

anfotericina B, que foi transferida quantitativamente para um balão volumétrico de 100 mL e 

a este adicionou-se 50 mL de metanol, em seguida sonicou-se por 15 minutos, por fim, 

completou-se o volume com metanol. 
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4.10 Caracterização físico-química do óleo de catolé (Syagrus cearensis) 

O óleo de catolé foi obtido por extração através de uma prensa hidráulica manual. As 

análises de acidez, saponificação, peróxidos e material insaponificável foram realizadas em 

triplicata de acordo com o método geral preconizado pela Farmacopeia Brasileira V (2010). A 

partir do espectro integrado de RMN 1H, que utiliza os valores das áreas encontradas em 

deslocamentos específicos no espectro, foram realizados os cálculos para obtenção de 

parâmetros físico-químicos que foram utilizados na comparação com as análises por 

volumetria. Para tanto, foram utilizadas as fórmulas que estão apresentadas na Tabela 5 

(CARNEIRO et al., 2005; REDA et al., 2007). 

 Os espectros de RMN 1H das amostras foram obtidos através de espectrômetro Varian, 

modelo UNITY plus-300 MHz utilizando clorofórmio deuterado como solvente. Foram 

acumuladas 16 repetições para cada decaimento induzido e tempo de aquisição de 

aproximadamente 4 segundos. 

Tabela 5: Fórmulas utilizadas para obtenção de parâmetros físico-químicos do óleo de catolé 

através da utilização de espectros integrados de RMN H1. 

Parâmetro Fórmula 

Teor de hidrogênios vinílicos (V) V= (área do deslocamento em 2 ppm /2) + área 
do deslocamento em 2,9 ppm 

Massa molar (MM) g/mol MM = 119,70 + 703,6 + 5,983 V 

Índice de Iodo (II) gI/100g II = [126,91 x 100 V]/MM 

Índice de Saponificação (IS) mgKOH/g IS = -0,2358 MM + 398,42 

Estado de Oxidação (Ro/a) Roa = V/área do deslocamento em 0,9 ppm 
(referente a soma dos hidrogênios ligados ao 
grupo metila) 

Acidez livre (A) mg KOH/g AL = 3,0597 [Roa]2 – 6,3181 Roa + 3,3381 

4.11 Estudos de liberação, permeação e retenção cutânea  

4.11.1 Seleção das formulações 

As formulações foram selecionadas a partir dos resultados dos diagramas de fase 

desenvolvidos, dos ensaios de caracterização físico-química e, sobretudo, da capacidade de 

incorporação do fármaco.  
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4.11.2 Seleção do meio receptor 

O líquido receptor foi selecionado avaliando-se a solubilidade da Anfotericina B em 

diversos meios, tampão fosfato pH 7.4, tampão fosfato pH 7.4 com  polyoxyethylene 20-oleyl 

ether (Brij® 020) a 2%,  tampão fosfato pH 7.4 com  polyoxyethylene 20-oleyl ether (Brij® 

020) a 4%, tampão fosfato pH 7.4 com lauril sulfato de sódio 0,1% e tampão fosfato pH 7.4 

com lauril sulfato de sódio 0,5%. Para tanto, (100 mg) excesso de AnB foi adicionado à 5mL 

de diferentes meios receptores. Essas dispersões foram homogeneizadas por meio de agitação 

à temperatura controlada (32 ± 2°C), por um período de 24 horas e, em seguida, centrifugadas 

(1500g) durante 20 minutos. Em seguida, foi retirada uma alíquota do sobrenadante e filtrou-

se em membrana filtrante 0,45µm. A concentração da AnB foi determinada através de CLAE-

DAD. 

4.11.3 Cinética de liberação in vitro 

A membrana sintética utilizada, contendo ésteres de celulose e porosidade de 0,45μm 

(Millipore®), foi previamente hidratada no meio receptor selecionado por um período de 12 

horas. 

4.11.4 Permeação cutânea ex vivo 

As peles de orelha de porco foram obtidas em um abatedouro público (Paulista-PE) e 

excisadas cuidadosamente. Em seguida, foram dermatomizadas para uniformizar a espessura 

das peles utilizadas. Para simular um modelo de pele lesionado, como ocorre nas feridas 

causadas pela leishmaniose cutânea, o estrato córneo foi removido pelo método de tape 

stripping utilizando 30 fitas adesivas (3M Durex®).  

Para avaliar a integridade inicial e confirmar os danos causados às peles, a perda de 

água transepidermal (TEWL; g/hm²) foi aferida antes e depois da remoção do estrato córneo. 

Utilizou-se, para tanto, um tewâmetro, cujo  princípio da medição é baseado na primeira lei de 

Fick (FOKUHL et al., 2103). 

4.11.5 Montagem do sistema automatizado de células de difusão 

O compartimento receptor das células de Franz foi completamente preenchido com a 

solução receptora selecionada. As membranas foram dispostas nas células de modo que 

ficassem em contato com a solução receptora sem a formação de bolhas. No compartimento 

doador foram aplicados 400 mg (área difusional 1,77 cm²) de cada formulação. O sistema foi 

mantido sob agitação magnética constante (250 rpm) e as células foram mantidas em banho 

circulante a 32 ± 2 ºC. 
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4.11.6 Coleta e Quantificação de anfotericna B nas amostras 

Nos tempos de 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10 e 12 horas, para o estudo de cinética de liberação, e 

nos intervalos de tempo pré-definidos, 2, 4, 6, 8, 12 e 24 horas, para o ensaio de permeação 

cutânea, alíquotas de 1 mL foram coletadas e filtradas em membrana 0,45 µm, o volume 

retirado durante as coletas foi reposto automaticamente com solução receptora. As amostras 

foram quantificadas através de CLAE-DAD.  

4.11.7 Análise dos perfis de liberação e permeação cutânea 

A quantidade corrigida do fármaco liberado/absorvido foi dividida pela área da 

membrana utilizada e esses valores foram plotados em gráficos de dispersão xy, 

característicos de três modelos de cinética para visualização do perfil de permeação do 

fármaco (BOLZINGER et al., 2012). 

 Ordem zero: quantidade liberada por área (μg/cm²) versus tempo (h); 

 Higuchi: quantidade liberada por área (μg/cm²) versus raiz do tempo (h); 

 Primeira ordem: log da quantidade liberada por área (μg/cm²) versus tempo (h). 

A partir da análise de regressão linear, deve-se determinar o coeficiente de detrminação 

(R²) para cada modelo de cinética. O modelo que apresentou valor de R² mais próximo a 1 foi 

selecionado (COSTA, LOBO, 2001). 

A quantidade de AnB permeada através da pele (μg/cm²) foi representada graficamente 

como uma função do tempo (t) para cada formulação. O fluxo (J, μg/[cm²·h]) foi determinado 

a partir do declive da porção linear da permeação cumulativa do fármaco em função do 

tempo. O coeficiente de permeabilidade (Kp, cm/h) foi calculado por meio da relação entre o 

fluxo e a concentração inicial do fármaco no compartimento doador (BUTANI et al., 2014; 

WAN et al., 2015). 

4.11.8 Estudo de retenção cutânea 

Ao final do estudo de permeação, a área difusional da pele foi cortada em pequenas 

partes e transferidas para um tubo Eppendorf contendo 5 mL de metanol. A anfotericina B foi 

extraída utilizando um homogeneizador de tecidos por 5 minutos para trituração, seguida de 

sonicação por 60 minutos e centrifugação por 10 minutos em 1500 g. Em seguida, o 

sobrenadante foi filtrado e analisado por HPLC. 

4.11.9 Recuperação cutânea de Anfotericina B 
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Para avaliar a recuperação de AnB, amostras de pele com área difusional de 1,77 cm² 

foram picotadas e colocados em tubos Falcon. A estes tubos foram adicionados volumes 

conhecidos de solução padrão de AnB, para obter concentração de 10 μg/mL. Após total 

evaporação do metanol, foi adicionado 5 mL de metanol e o tubo foi colocado em 

homogeneizador de tecidos por 5 minutos para trituração, e em banho de ultrassom por 60 

minutos, seguindo por centrifugação por mais 10 minutos a 1500 g, por fim a solução foi 

filtrada (0,45 μm) e quantificada por CLAE-UV. 

Os valores de recuperação foram determinados pela seguinte equação: 

[1] 

(%) ݋çãܽݎ݁݌ݑܴܿ݁ =  
ܽ݀݅ݐܾ݋ ݋çãܽݎݐ݊݁ܿ݊݋ܿ

݈ܽ݁ݎ ݋çãܽݎݐ݊݁ܿ݊݋ܿ
 100 ݔ 

4.11.10 Avaliação da influência do óleo de catolé na liberação e permeação de  Anfotericina 

 B a partir das microemulsões 

 Com o intuito de avaliar a influência do óleo de catolé na liberação e permeação da 

Anfotericina B a partir das microemulsões, foi preparada uma microemulsão similar à ME02, 

contendo o mesmo par de tensoativos e nas mesmas concentrações, mas substituindo 9,1% de 

óleo de catolé por 9,1% de ácido oléico. Essa formulação foi denominada ME12. 

4.12 Avaliação do Potencial Irritante 

Para avaliar o potencial de irritação das formulações, foram utilizados três métodos 

alternativos. Solução salina (NaCl 0,9% p/v) e uma solução de hidróxido de sódio (NaOH) 

0,1 N foram utilizadas como controle negativo e positivo, respectivamente. As microemulsões 

foram avaliadas sem diluição. No entanto, devido a alta viscosidade, as formulações 

convencionais foram diluídas 1: 1 com NaCl a 0,9%. 

4.12.1 Hen’s Egg Test – Chorioallantoic Membrane (HET-CAM)  

Para cada formulação testada, foram utilizados quatro ovos SPF (Specific Pathogen 

Free) fertililizados de galinhas da raça Leghorn. Os ovos foram incubados a 37 ± 0,5 °C com 

uma humidade relativa de 65 ± 2% durante 10 dias. No décimo dia, a membrana da casca foi 

removida, expondo a membrana corioalantóide (CAM). Com o auxílio de uma lupa, foi 

realizada análise visual para verificar se a CAM estava adequada para o teste, em seguida, 300 

µL de cada formulação foi colocada sobre a superfície da CAM. Após 20 segundos, a 

formulação foi removida com solução salina. A CAM foi observada durante 5 min para 

determinar a incidência de efeitos de irritação nos vasos sanguíneos da CAM (lise vascular, 
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hemorragia e/ou coagulação). Os efeitos vasculares foram classificadas de acordo com os 

critérios descritos no método de ensaio do Protocolo ICCVAM. (SCHEEL et al., 2011; 

ICCVAM, 2010). Para classificação do potencial irritante, as formulações foram classificadas 

de acordo com os seguintes parâmetros: 0 – 0,99 corresponde a uma formulação não irritante; 

1,00 – 4,99 corresponde a uma formulação irritante leve; 5,00 – 8,99 correspondente a uma 

moderadamente irritante (MI); e 9.00 – 21.00 corresponde a uma severamente irritante (SI). 

4.12.2 Chorioallantoic Membrane –Trypan Blue Staining (CAM-TBS)  

A fase inicial do teste é semelhante ao HET-CAM, onde são utilizados quatro ovos no 

décimo dia de incubação e a membrana córioalantóide também é exposta. No entanto, o 

método CAM-TBS utiliza o corante azul de trypan como um indicador da lesão na CAM. 

Após a remoção da formulação, 0,5 mL de tampão fosfato contendo 0,1% de azul de trypan 

foram adicionados à CAM em uma zona delimitada por um anel de silicone. O excesso do 

corante foi removido com água destilada e a área da CAM que foi delimitada pelo anel de 

silicone foi recortada, colocada em tubo contendo 5 mL de formamida e, em seguida, agitada 

em vórtex e centrifugada (1500g por 10 min). A absorbânciancia do sobrenadante foi medida 

através de espectrofotometria a 595 nm. A quantidade de azul de trypan absorvido pela 

membrana corioalantóica foi calculada usando a equação abaixo(LAGARTO et al., 2006). 

    Corante absorvido = Absorvância × 5 nmol / 1000 × 109  

        [2] 

A curva de calibração do corante foi feita com soluções de azul de trypan em 

formamida nas concentrações 10-6, 10-5 e 5 × 10-5 mol/L, lidas em espectrofotômetro no 

comprimento de onda de 595 nm. As formulações foram classificadas de acordo com os 

parâmetros: 0-6,99 corresponde a não irritante/ligeiramente irritante (NI / SLI); 7,00-14,50 

correspondente a moderadamente irritante (MI); > 14,50 correspondente a irritante severo 

(SI). 

 4.12.3 Opacidade e Permeabilidade em Córnea Bovina (BCOP) 

 Olhos bovinos foram adquiridos em abatedouro público (Paulista- PE) e mantidos em 

meio Minimum Essential Medium Eagle (EMEM), por no máximo duas horas até as 

respectivas córneas serem excisadas. Após excisão cuidadosa das córneas, as mesmas foram 

inspecionadas visualmente e montadas nos suportes do opacitômetro previamente calibrado, 

as câmaras do suporte foram preeenchidas com o EMEM e incubas durante 1 hora a 32 ± 1°C, 

para a primeira medida de opacidade. Em seguida, o meio da câmara anterior foi retirado e as 
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córneas foram expostas a 750 µL de cada formulação teste durante 10 min. Posteriormente, as 

córneas foram lavadas com EMEM contendo o vermelho de fenol e incubadas novamente a 

32 ± 1°C durante 2 horas, quando a opacidade final foi aferida.  

Para avaliar a permeabilidade, as córneas foram tratadas com 1 mL de solução de 

fluoresceína sódica a 0,4% e incubadas a 32 ± 1°C durante 90 min. Após a exposição de 

fluoresceína, foi determinada a densidade óptica a 490 nm (OD490) da solução em EMEM na 

parte posterior da câmara. Para calcular o valor de irritação in vitro (IVIS) para cada grupo de 

tratamento, foi utilizada a Equação 3 (OECD, 2009). De acordo com o protocoloco OECG TG 

437, nenhuma predição pode ser realizada quando os valores de IVIS estão abaixo de 55. 

Acima deste valor, todas as substâncias são classificadas como irritantes de Categoria 1. 

 IVIS = valor médio de opacidade + (15 × média permeabilidade OD490 valor) 

[3] 

4.13 Análises estatísticas 

Os resultados foram expressos como médias ± DP (Desvio Padrão) de pelo menos três 

valores. Os dados foram analisados por análise de variância. O nível de significância 

estatística foi fixado em p <0,05. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Solubilidade da Anfotericina B em tensoativos, cotensoativos e óleos 

Algumas das preocupações associadas ao desenvolvimento de sistemas de liberação de 

fármacos é, sem dúvida, a escolha dos componentes. Essa seleção deve ser criteriosa e atender 

alguns requisitos, como ausência de toxicidade e irritabilidade, capacidade de solubilização do 

fármaco a ser incorporado no sistema e a capacidade de formar o sistema desejado 

(LAWRENCE, REES, 2000; FORMARIZ et al., 2005).  

A otimização dos componentes a serem utilizados na formulação das microemulsões foi 

realizada com base na solubilidade da Anfotericina B em diversos tensoativos, cotensoativos e 

óleos, uma vez que apenas fármacos dissolvidos podem permear as membranas biológicas. 

Estudos anteriores relatam que a melhor liberação de fármacos em direção à pele, a partir 

destes sistemas, ocorre quando há uma maior capacidade dos componentes em solubilizar o 

fármaco (SAHOO et al., 2014; SHAH, et al., 2009; LAWRENCE, REES, 2000). 

Dentre os óleos, a Anfotericina B apresentou maior solubilidade em óleo de catolé, 

seguido de miristato de isopropila, óleo de licuri, óleo de oliva e ácido oléico. Sendo, 

portanto, o óleo de catolé o escolhido para o desenvolvimento das microemulsões. Quanto aos 

tensoativos, obteve maior solubilidade em Plurol Oleique®, um tensoativo lipofílico de EHL 

(Equilíbrio Hidrófilo Lipófilo) 6,0. 

O valor do EHL pode indicar a extensão da preferência de migração na interface entre 

fases oleosas e aquosas, o que é importante no papel dos tensoativos de formarem as 

microemulsões, pois eles diminuem a tensão interfacial para valores mais baixos 

(DAMASCENO et al., 2011). A adição de um cotensoativo modifica o valor do EHL do 

sistema para um valor ótimo e adequado para a formulação de microemulsões, tendo em vista 

que a mistura de tensoativos deve apresentar um EHL que esteja próximo do EHL exigido 

pela fase oleosa (SILVA et al., 2013). A tabela abaixo mostra detalhadamente os resultados da 

avaliação da solubilidade de Anfotericina B. 
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Tabela 6 – Solubilidade da Anfotericina B em óleos, tensoativos e cotensoativos.  

Tensoativos e óleos Solubilidade (mg.mL–1) 

Kolliphor EL® 1,194 ± 0,216 

Tween 20® 1,289 ± 0,149 

Tween 80® 1,456 ± 0,178 

Álcool Isopropílico 0,207 ± 0,062 

Span 80® 1,016 ± 0,085 

Plurol Oleique® 2,073 ± 0,283 

Labrasol® 1,712 ± 0,122 

Miristato de Isopropila 0,556 ± 0,098 

Óleo de Catolé 0,997 ± 0,076 

Óleo de Oliva 0,157 ± 0.056 

Óleo de Licuri 0,174 ± 0.047 

Ácido Oléico 0,061 ± 0,021 

5.2 Desenvolvimento dos diagramas de fase pseudoternários 

Baseando-se nos resultados da solubilidade da anfotericina B e no interesse de testar 

vários sistemas que evidenciem a relação entre solubilização, incorporação, liberação, 

permeação e retenção do fármaco, foram construídos diferentes diagramas de fase 

pseudoternários. As diferentes proporções entre os pares de tensoativos, óleo de catolé e água, 

permitiram caracterizar o domínio dos pontos em que se deu a formação de um sistema 

homogêneo, límpido, translúcido e isotrópico, característico de microemulsões (SAHOO et 

al., 2014; DAMASCENO et al., 2011; SILVA et al., 2009). 

Dessa forma, após as titulações, foi possível definir as regiões microemulsionadas, 

como representadas nas figuras abaixo.  
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Figura 4 – Diagrama de fase pseudoternário para o sistema Kolliphor®/Tween 20®, óleo de 
catolé e água para proporções T:CO 1:1.EHL 13,00 

 

 
Figura 5 – Diagrama de fase pseudoternário para o sistema Kolliphor®/Tween 20®, óleo de 
catolé e água para proporções T:CO 2:1.EHL 14,75 
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Figura 6 – Diagrama de fase pseudoternário para o sistema Kolliphor®/Tween 20®, óleo de 
catolé e água para proporções T:CO 5:1.EHL 14,45 

 

 
Figura 7 – Diagrama de fase pseudoternário para o sistema Labrasol®/Plurol Oleique®, óleo 
de catolé e água para proporções T:CO 1:1.EHL 10,00. 
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Figura 8 – Diagrama de fase pseudoternário para o sistema Labrasol®/Plurol Oleique®, óleo 
de catolé e água para proporções T:CO 2:1.EHL 11,36 

 

Figura 9 – Diagrama de fase pseudoternário para o sistema Labrasol®/Plurol Oleique®, óleo 
de catolé e água para proporções T:CO 5:1. EHL 12,62 
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Figura 10 – Diagrama de fase pseudoternário para o sistema Tween 20®/Span 80®, óleo de 
catolé e água para proporções T:CO 1:1. EHL 10,50 

 

Figura 11 – Diagrama de fase pseudoternário para o sistema Tween 20®/Span 80®, óleo de 
catolé e água para proporções T:CO 2:1.EHL 12,43 

 

 

 



 

 

Figura 12 – Diagrama de fase pseudoternário para o sistema Tween 20
catolé e água para proporções T:CO 

Figura 13 – Diagrama de fase pseudoternário para o sistema Tween 20
catolé e água para proporções T:CO 1:1.

Diagrama de fase pseudoternário para o sistema Tween 20
catolé e água para proporções T:CO 5:1.EHL 14,59 

 

Diagrama de fase pseudoternário para o sistema Tween 20
para proporções T:CO 1:1.EHL 14,35 
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Diagrama de fase pseudoternário para o sistema Tween 20®/Span 80®, óleo de 

Diagrama de fase pseudoternário para o sistema Tween 20®/Labrasol®, óleo de 



 

 

Figura 14 – Diagrama de fase pseudoternário para o sistema Tween 20
catolé e água para proporções T:CO 2:1.

 

Figura 15 – Diagrama de fase pseudoternário para o sistema Tween 20
catolé e água para proporções T:CO 5:1.

Diagrama de fase pseudoternário para o sistema Tween 20
catolé e água para proporções T:CO 2:1.EHL 14,98 

 

Diagrama de fase pseudoternário para o sistema Tween 20
catolé e água para proporções T:CO 5:1.EHL 15,9 
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Diagrama de fase pseudoternário para o sistema Tween 20®/Labrasol®, óleo de 

Diagrama de fase pseudoternário para o sistema Tween 20®/Labrasol®, óleo de 
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 Foi possível verificar área de existência de microemulsões contendo o óleo de catolé 

em todas as combinações de pares de tensoativos testadas. A área de microemulsões nos 

diagramas expandia-se à medida que o percentual de tensoativos aumentava, sendo maior para 

o par de tensoativos Labrasol®/Plurol Oleique®. 

A partir das regiões microemulsionadas verificadas, foram selecionadas onze 

formulações, cuja composição centesimal está descrita na Tabela 7.  

Tabela 7: Composição das formulações obtidas nos diagramas pseudoternários. 

 

5.3 Máxima incorporação de Anfotericina B nas microemulsões 

As principais desvantagens do uso de Anfotericina B estão relacionadas com a sua baixa 

solubilidade em água, instabilidade em solução aquosa, sensibilidade à luz e temperaturas 

acima de 10ºC. Sua baixa solubilidade aquosa resulta em baixa biodisponibilidade oral e uma 

absorção altamente variável, que restringe seu uso por via oral e requer estratégias de 

formulação complexas para a administração parenteral. Por essa razão, uma alternativa para 

mitigar tal problema e oferecer novas vias de administração, tem sido a formulação de 

diferentes sistemas, tais como lipossomas, microemulsões e nanopartículas lipídicas 

(GANGADHAR et al., 2014). Sistemas micelares de AnB previamente formulados com 

diferentes tensoativos tais como Tween 80, poloxamer e polietilenoglicol,  aumentaram a 

solubilidade e permeabilidade de AnB nas membranas biológicas (MORENO-RODRÍGUEZ 

et al., 2015). 

 A Tabela 8 mostra que foi possível incorporar maior quantidade de AnB nas 

formulações ME02, ME05, ME10 e ME11, constituídas de diferentes pares de tensoativos. 

Observa-se, ainda, através dos valores de incorporação determinados, que a ME05, contendo 

o par de tensoativos Labrasol®/Plurol Oleique®, possibilitou uma maior incorporação de AnB 

Composição (%) ME01 ME02 ME03 ME04 ME05 ME06 ME07 ME08 ME09 ME10 ME11 

Tween 20® __ 40,9 __ __ __ 57,7 62,5 54,5 __ __ 53,5 

Labrasol® 44,4 __ 55,2 48,0 54,5 24,7 __ __ 23,6 33,3 __ 

Kolliphor® __ 40,9 __ __ __ __ __ __ __ __ __ 

Plurol Oleique® 22,2 __ 11,1 24,0 27,3 __ __ __ 11,8 16,7 __ 

Span 80® __ __ __ __ __ __ 12,5 27,3 __ __ 10,7 

Óleo de Catolé 16,7 9,1 16,6 8,0 9,1 9,2 8,3 9,1 8,9 5,7 7,3 

Água q.s.p. 16,7 9,1 17,1 20,0 9,1 9,1 16,7 9,1 55,7 44,3 28,5 
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no sistema, e que esta incorporação está diretamente relacionada à concentração dos 

tensoativos, visto que a ME10 também constituída por este par de tensoativos, mas com 

concentração inferior de tensoativos e percentual de água 4 vezes maior, apresentou 

solubilidade significativamente inferior, indicando que, neste caso, a solubilização da AnB foi 

favorecida quando havia maior quantidade de tensoativo na microemulsão, já que este facilita 

a solubilização do fármaco no sistema. 

 Entre as ME02 e ME11, não houve diferença estatisticamente significativa dos valores 

máximos de AnB incorporados (p < 0,05). Considerando a solubilidade da AnB em soluções 

aquosas no pH fisiológico, as referidas microemulsões apresentam-se como uma alternativa 

para aumentar a solubilidade desse fármaco. 

Tabela 8 – Máxima incorporação de Anfotericina B nas microemulsões. 

Microemulsões Máxima Incorporação (mg mL–1)± DP 

ME01 0,953± 0,166 

ME02 1,863± 0,176 

ME03 0,722 ± 0,108 

ME04 0,748 ± 0,229 

ME05 2,605± 0,216 

ME06 0,908± 0,343 

ME07 0,974± 0,371 

ME08 0,961 ± 0,115 

ME09 0,917± 0,180 

ME10 1,295± 0,137 

ME11 1,895± 0,221 

5.4 Caracterização das microemulsões desenvolvidas e sistema convencional 

Para os ensaios de caracterização foram utilizadas as microemulsões ME02 utilizando o 

par de tensoativos K/T20, ME05 e ME10 contendo L/PO e ME11 utilizando T20/S80, 

descritas na Tabela 7, o emulgel (SC1) e a emulsão (SC2) que estão descritos na Tabela 4. 

Todas essas formulações foram avaliadas antes e após serem acrescidas de 0,1% p/p de 

Anfotericina B. A seleção das formulações foi baseada nos resultados da máxima 

incorporação de AnB, uma vez que foram as formulações onde foi possível solubilizar 

quantidade igual ou superior a 1,0 mg/mL do fármaco.  
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 5.4.1Centrifugação 

 O teste de centrifugação produz estresse na amostra simulando um aumento na força de 

gravidade, aumentando a mobilidade das gotículas e antecipando possíveis instabilidades 

(BRASIL, 2004). Todas as formulações mantiveram-se estáveis nos ensaios de centrifugação, 

não apresentando turvação, tão pouco separação de fase, dessa forma, a velocidade de 

centrifugação não provocou alterações nos sistemas.  

5.4.2Determinação da condutividade elétrica e pH das formulações 

A condutividade elétrica é uma importante alternativa para determinar o tipo de ME, 

caracterizá-la fisicamente e fornecer informações estruturais principalmente sobre possíveis 

transições após diluição (DAMASCENO et al., 2011; LI et al., 2014). Já demonstrou-se que 

existe uma forte correlação entre a estrutura de uma microemulsão e o seu comportamento 

eletrocondutor. As medidas de condutividade apresentam-se como importantes meios na 

determinação de domínios contínuos aquosos ou oleosos em um sistema microemulsionado 

(LAWRENCE, REES, 2000; ROSSI et al., 2007).  

Os valores apresentados pelas formulações (Tabela 9) estão relacionados às 

propriedades de condutividade da fase externa aquosa ou oleosa. Para as microemulsões, o 

percentual aquoso foi determinante para aumento da condutividade elétrica. Os sistemas 

convencionais, mesmo apresentando percentuais de água próximos, mostraram 

condutividades significativamente diferentes, o que pode estar relacionada à fase externa 

aquosa do emulgel, composta por um carbômero e a composição oleosa da cera polawax. 

O pH ideal de uma formulação tópica é padronizado de acordo com o pH de 

estabilidade dos componentes ativos utilizados e o de tolerância da pele, sendo aceitáveis 

valores entre 5,5 e 8,0 (SILVA et al., 2009). A AnB possui estabilidade na faixa de pH entre 

6,0 e 9,0 (SILVEIRA et al., 2013). Portanto, os valores de pH evidenciados para as 

formulações avaliadas (Tabela 9) encontram-se dentro da faixa ideal para a anfotericina B e 

para a aplicação tópica. 
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Tabela 9 – Condutividade elétrica e pH das formulações 

 
Condutividade (µS/cm) ± DP pH ± DP 

Placebo 0,1% AnB Placebo 0,1% AnB 

SC1 92,5 ± 1,5 91,9 ± 1,0 6.10 ± 0.1 6.30 ± 0.1 

SC2 24,1 ± 1,0 24,5 ± 0,5 6.50 ± 0.1 6.20 ± 0.1 

ME02 6,4 ± 0,8 6,6 ± 0,5 6.70 ± 0.1 8.13 ± 0.1 

ME05 12,9± 0,9 13,5± 0,6 7.22 ± 0.1 8.09 ± 0.1 

ME10 96,6± 2,3 100,8± 1,7 7.06 ± 0.1 8.07 ± 0.1 

ME11 67,8 ± 1,9 71,1± 2,2 6.84 ± 0.1 7.89 ± 0.1 

5.4.3Determinação do tamanho das gotículas e potencial zeta 

Microemulsões são sistemas termodinamicamente estáveis, com diâmetro de gotícula na 

faixa de 10-300 nm (DAMASCENO et al., 2012). A determinação do tamanho das gotículas e 

de sua distribuição corresponde a um dos parâmetros mais importantes para se avaliar a 

estabilidade dos sistemas microemulsionados e a influência da incorporação de fármacos 

pouco solúveis que poderiam causar uma instabilidade sobre o sistema.  

Estudos previamente reportados mostram que a incorporação da AnB aumenta o 

tamanho da gotícula originada inicialmente com a ME sem o fármaco. Isto se deve, 

provavelmente, as propriedades físico-químicas intrínsecas da molécula, anfotericidade e 

anfifilicidade, que levam o fármaco a se localizar dentro da gotícula ou até mesmo em sua 

região interfacial. Entretanto, este fato não é capaz de alterar a estabilidade do sistema e as 

propriedades isotrópicas são, portanto, mantidas (BUTANI et al., 2014; SILVA et al., 2013; 

SILVEIRA et al., 2013). As emulsões são dispersões termodinamicamente instáveis com 

diâmetros de gotículas superiores a 300 nm. Os emulgéis são emulsões espessadas com um 

agente gelificante e que são geralmente utilizados como sistemas de distribuição para 

fármacos insolúveis em água (ALEXANDER et al., 2013). 

Os resultados apresentados na tabela abaixo, corroboram com as informações acima, 

onde as microemulsões e sistemas convencionais apresentaram tamanho de gotícula 

característicos, 15 - 70µm e 400 - 490µm, respectivamente, e que a incorporação da AnB 

aumenta o tamanho das gotículas, sem necessariamente, desestabilizar o sistema. 

Apenas para as ME02 e ME11 o aumento do tamanho das gotículas após a incorpração 

do fármaco foi estatisticamente significativo p< 0,05. Não houve relação direta entre a 

concentração dos tensoativos e do óleo e o tamanho das gotículas. 



65 
 

 

Os valores de índice de polidispersão (IPD) observados para as microemulsões foram 

entre 0,191 e 0,298, indicando que as gotículas das microemulsões eram homogêneas e com 

distribuição de tamanho uniforme. Para o emulgel e a emulsão, os valores de IPD estavam 

entre 0,505 e 0,626, o que permite inferir que as gotículas apresentavam distribuição pouco 

uniforme (CONEAC et al., 2015). 

O potencial zeta tem um papel importante na determinação da estabilidade de sistemas 

dispersos e nas interações entre as gotículas presentes (KHAN et al., 2013). Sistemas mais 

estáveis apresentam valores de potencial zeta iguais ou superiores ao módulo de 20 mV, 

porém esta regra não pode ser aplicada irrestritamente, pois existem algumas formulações 

com estabilizantes que possuem um potencial zeta menor e nem por isso não são estáveis. 

Geralmente, a agregação entre as gotículas é menor quando há repulsão eletrostática 

entre elas, o que leva a concluir que altos valores de potencial zeta evitam a agregação das 

gotículas das microemulsões, aumentando a estabilidade do sistema. Normalmente, a 

estabilidade de MEs contendo em sua composição tensoativos não-iônicos, como as 

formulações do presente estudo, não depende unicamente do potencial zeta. 

Não há relação direta entre estabilidade e certo valor do potencial Zeta. A origem da 

carga de interface depende da composição do óleo, do pH e eletrólitos presentes na fase 

aquosa e a repulsão eletrostática entre partículas depende do valor do potencial zeta, quanto 

maior o potencial zeta, mais forte a repulsão, mais estável se torna o sistema 

(KITTIPONGPITTAYA et al., 2016). 

Os valores apresentados na Tabela 10 mostraram medições de potencial Zeta que 

indicam que a interface está carregada negativamente, mesmo utilizando apenas tensoativos 

não-iônicos, isto se deve, provavelmente, aos ácidos graxos livres do óleo e muitos 

emulsionantes tais como Tween 20, que podem contribuir com cargas negativas em 

formulações emulsionadas, esta carga aumentará a estabilidade das formulações provocando 

uma repulsão de duas camadas entre as gotículas (BUTANI et al., 2016; 

KITTIPONGPITTAYA et al., 2016). 

Os dados mostraram também que apenas o emulgel e a emulsão, apresentaram valores 

inferiores ao módulo de 20 mV, indicando, possivelmente, maior estabilidade das 

microemulsões.  
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Tabela 10 – Tamanho das gotículas, índice de polidispersão e potencial zeta (n=3). 

 
Tamanho de Gotícula (nm) IPD Potencial Zeta (mV) 

Placebo 0,1% AnB Placebo 0,1% AnB Placebo 0,1% AnB 

SC1 408.63 ± 12.9 420.43 ± 10.1 0,505± 0,06 0,574± 0,19 -12.9 ± 0.8 -11.8 ± 1.1 

SC2 466.15 ± 15.2 489.22 ± 14.5 0,615± 0,10 0,626± 0,12 -18.79 ± 0.1 -19.21 ± 0.1 

ME02 15.16 ± 0.6 31.02 ± 0.9 0,218± 0,11 0,256± 0,07 -27.7 ± 2.8 -23.4 ± 1.4 

ME05 77.04 ± 1.5 89.86 ± 1.2 0,191±0,05 0,215±0,05 -29.7 ± 1.6 -26.8 ± 0.7 

ME10 54.80 ± 1.5 63.68 ± 1.6 0,266± 0,09 0,298± 0,10 -31.8 ± 6.2 -24.1 ± 2.3 

ME11 20.67 ± 1.2 34.42 ± 0.4 0,223± 0,05 0,245± 0,04 -21.1 ± 2.1 -22.7 ± 2.4 

 

 5.4.4 Teste de solubilidade em corante 

 O resultado do teste de solubilidade do corante mostrou que o corante solúvel em água 

se espalhou uniformemente em todos os sistemas MEs e isto indica que as MEs formadas 

foram do tipo O/A. Normalmente, o EHL requerido para formar ME O/A situa-se entre 12 e 

18, valores abaixo, indicam a formação de sistemas A/O (KAWAKAMI et al., 2002). Neste 

caso, mesmo as MEs constituídas pelo par de tensoativos Plurol e Labrasol na proporção de 

2:1, resultando em um EHL de 11,36, formaram um sistema O/A, considerando a maior 

proporção de Labrasol, tensoativo hidrofílico de EHL 14. As demais microemulsões 

corroboram as informações anteriores. 

 5.4.5Microscopia de luz polarizada 

As microemulsões são isotrópicas e podem ser diferenciadas dos sistemas líquido-

cristalinos, que são anisotrópicos (FORMARIZ et al., 2005). Os materiais isotrópicos têm 

propriedades ópticas, independente da direção da luz incidente, enquanto que as propriedades 

ópticas dos materiais anisotrópicos variam com a direção da luz incidente (MORAIS, 2006). 

Para observar os efeitos da birrefringência e isotropia, é necessária uma luz polarizada 

linear. As microemulsões não apresentaram nenhum desvio ou vibração da luz polarizada e a 

incorporação de Anfotericina B não alterou o comportamento isotrópico (Figura 16), ou seja, 

sob o plano de luz polarizado não desvia luz, confirmando a manutenção de sistema 

microemulsionado.  Já as fotomicrografias do emulgel e da emulsão, mostraram claramente a 

anisotropia dos sistemas antes e após a incorporação do fármaco. 
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Figura 16 – Fotomicrografias obtidas utilizando microscópio de luz polarizada. 

 

5.4.6 Viscosidade e Reologia 

A viscosidade aparente em função da taxa de cisalhamento das formualações tópicas de 

AnB, está apresentada nas Figuras 17 e 18. Claramente, a viscosidade aparente diminui com o 

aumento da taxa de cisalhamento para os sistemas convencionais,  mas é constante para as 

microemulsões. Também, foi possível verificar, através da Tabela 11, que a viscosidade das 

MEs foi maior na seguinte ordem, ME02 > ME11 > ME05 > ME10, tal resultado está 

diretamente relacionado com as características dos tensoativos que compõem as formulações, 

visto que o Labrasol®, componente da ME05 e ME10 tem baixíssima viscosidade em 

comparação aos demais tensoativos, e também, ao percentual de fase aquosa das formulações. 

Ainda, foi possível confirmar a baixa viscosidade das MEs, o que é uma característica desses 

sistemas, e que a incorporação do fármaco não modificou significativamente a viscosidade de 

nenhuma das formulações (p<0,05). 

Os valores de viscosidade das MEs são independentes da variação de tensão de 

cisalhamento, indicando que o fluxo newtoniano, que é típico desses sistemas, foi observado 

(LI et al., 2012). Os SCs apresentaram fluxo pseudoplástico, o que é uma característica 

interessante para formulações semi-sólidas, uma vez que os valores de viscosidade são 

reduzidos com o aumento da tensão de cisalhamento, facilitando sua espalhabilidade na pele. 

Em ambos os casos, foram avaliadas curvas ascendentes e descendentes para verificar a 

influência do tempo no comportamento reológico das formulações. Ambas as formulações 

foram independentes do tempo, e assim, não se observou tixotropia. 
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 Tabela 11 – Viscosidade das formulações (n=3). 

 
Viscosidade (Pa.s) 30 rpm 

Placebo 0,1% AnB 

SC1 15.90 ± 0.5 15.93 ± 0.5 

SC2 10.29 ± 0.5 10.35 ± 0.4 

ME02 0.63 ± 0.1 0.63 ± 0.1 

ME05 0.16 ± 0.1 0.16 ± 0.1 

ME10 0.09 ± 0.1 0.09 ± 0.1 

ME11 0.62 ± 0.1 0.61 ± 0.1 

 

Figura 17 – Curvas de fluxo de microemulsões contendo de AnB (0,1%). 

 

Figura 18 – Curvas de fluxo de emulgel (SC1) e emulsão (SC2) contendo de AnB (0,1%). 
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5.4.7 Espalhamento de Raio-X de Baixo Ângulo (SAXS) 

 Tendo em vista os atuais avanços no desenvolvimento de micro e nanoestruturas para 

o carreamento de fármacos, onde o tamanho e a morfologia são fundamentais e definidores 

das funções desses sistemas, uma caracterização completa e consistente da estrutura dos 

nanosistemas é de importância crucial no desenvolvimento dessas formulações (GARCIA-

DIEZ et al., 2016). 

A técnica de espalhamento de raios X a baixo ângulo (SAXS) é amplamente utilizada 

para as investigações da estrutura interna de sistemas nanoestruturados, permitindo obter 

informações da ordem de nanômetros (TOMSIC et al., 2006). Dessa forma, para uma análise 

mais criteriosa dos sistemas selecionados foram realizadas análises de SAXS. 

As curvas de SAXS para sistemas líquido-cristalinos exibem picos, cujo número e 

razão entre as distâncias de correlação permitem determinar o tipo de arranjo que os átomos 

formam na matriz. Assim, para que, apenas pela análise da curva de SAXS um tipo de arranjo 

líquido-cristalino seja identificado, pelo menos três picos devem ser bem definidos 

(CHORILLI et al., 2011). 

 Os espectros de SAXS experimentais para as ME02, ME05, ME10 e ME11, estão 

exibidas em um gráfico (Figura 19) que relaciona a intensidades do espalhamento I(q) e o 

vetor de espalhamento (q). As microemulsões foram avaliadas sem a incorporação do fármaco 

e com o fármaco, e foi possível observar que estrutura interna das formulações se mantém 

mesmo após a incorporação de 0,1% de Anfotericina B.  

 Os picos são mais estreitos e expressivos paras ME02 e ME05, que possuem maior 

teor de tensoativos e menor teor aquoso, já a ME10 que possui em sua composição maior teor 

aquoso, apresentou picos mais largos e inexpressivos. Não foram observados outros picos no 

intervalo de 0,1 a 1,5 nm-1 no perfil de SAXS, como os característicos de mesofases (estrutura 

de cristal líquido liotrópico, por exemplo), sendo, portanto, espectros característicos de 

microemulsões. 
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Figura 19 – Espectro de SAXS das microemulsões desenvolvidas. 

 

5.5 Quantificação e validação de método para doseamento de Anfotericina B  

O método utilizado para quantificação da Anfotericina B mostrou seletividade, 

especificidade e linearidade adequada. A curva de calibração da AnB apresentou equação (y = 

63346x) com um coeficiente de correlação (R2) de 0,9999. Segundo a RE 899/2003 da 

ANVISA (BRASIL, 2003), o coeficiente de correlação linear deve ser igual ou superior a 

0,99. Sendo assim, o valor de R² obedece aos limites estabelecidos (Figura 20). O 

cromatograma apresentado na figura abaixo mostra o tempo de retenção do fármaco de 

aproximadamente 3,2 minutos e boa definição e separação do pico cromatográfico da 

Anfotericina B, confirmando que o método é adequado para a quantificação do fármaco. Os 

limites de quantificação e detecção foram 0,05 e 0,02 µg/mL, respectivamente. 

 

 

 



 

 

Figura 20 – Curva de Regressão Linear obtida da média de três curvas de calibração.

 

 

Figura 21 – Cromatograma referente ao ponto 15 µg/mL 

5.6 Caracterização físico-química do óleo de catolé (

O catolé (Syagrus cearensis

De sua amêndoa é extraído um óleo com alto teor de ácidos graxos saturados e insaturados, 

como o ácido oléico, aproximadamente

Atualmente, as análises de 

principalmente para a acidez, índice de peróxidos e técnicas cromatográficas como a 
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que existem muitos ensaios para serem aplicados às análises de rotina. Além disso, alguns 

desses métodos exigem o isolamento e análise de compostos minoritários por meio de 

procedimentos que são demorados e numerosos. Portanto, é conveniente aplicar técnicas 

analíticas, como a espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear de Prótons (RMN 1H), 

que podem produzir resultados semelhantes ou superiores aos obtidos quando da utilização de 

procedimentos clássicos (CARNEIRO et al., 2005). 

Os resultados encontrados experimentalmente e os calculados através de espectros 

integrados de RMN 1H estão representados na tabela abaixo. 

Tabela 12: Caracterização físico-química do óleo de catolé, valores calculados a partirde 

dados deespectros integrados de RMN H1. 

Parâmetro 1HNMR Experimental 

Índice de Iodo (gI/100g) 12.57 ± 2.39 - 

Índice de saponificação (mgKOH/g) 203.14 ± 1.17 201.15 ± 4.80 

Acidez (mgKOH/g) 2.9131 ± 0.10* 2.55 ± 1.70 * 

Material Insaponificável (%) - 8.468 ± 0.50 

Índice de peróxidos (mmol/kg) - 3.2 ± 0.20 

(*) Valores com diferença estatisticamente significativa p < 0,05. 

A acidez e o índice de peróxidos são descritos como parâmetros referenciais para 

determinar a qualidade de óleos vegetais (FERREIRA et al., 2006).  

O índice de acidez expressa, em miligramas, a quantidade necessária de hidróxido de 

potássio para a neutralização dos ácidos graxos livres em 1 g de amostra. Índices elevados de 

acidez são sugestivos de hidrólise acentuada dos ésteres constituintes da matéria graxa (F. 

BRAS. V, 2010).  

O índice de peróxido é o número que exprime, em miliequivalentes de oxigênio ativo, 

a quantidade de peróxido em 1000 g de substância. É um dos métodos mais utilizados para 

medir o estado de oxidação de óleos e gorduras (CECCHI, 2003). 

A Resolução RDC nº 270, de 22 de setembro de 2005, da Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária estabelece como valores máximos permitidos para os índices de acidez e 

de peróxidos para óleos e gorduras não refinadas 4,0 mg KOH/g e 15 meq/Kg, 

respectivamente.  
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O índice de saponificação é definido como o número de (mg) de hidróxido de potássio 

(KOH), necessários para saponificar os ácidos graxos, resultantes da hidrólise de um grama da 

amostra pode estabelecer o grau de deterioração e a estabilidade, verificar se as propriedades 

dos óleos estão de acordo com as especificações e identificar possíveis fraudes e adulterações 

(RIBEIRO; SERAVALLI, 2004). 

Com relação aos teores dos índices de saponificação determinados observa-se que a 

média do valor determinado experimentalmente está dentro dos limites especificados pela 

Farmacopeia Brasileira V (2010), que estabelece valores entre 200 - 300 mgKOH/g. 

Os dados obtidos a partir da caracterização do óleo de catolé mostraram que, embora 

tenha havido uma diferença estatisticamente significativa entre os valores de acidez 

calculados por RMN 1H  e volumetria (p <0,05), este e os demais parâmetros estão de acordo 

com os padrões referenciais de qualidade. 

5.7 Estudos de liberação, permeação e retenção de formulações tópicas contendo 

Anfotericina B 

As características de liberação de um fármaco a partir de um veículo dermatológico 

podem ser avaliadas determinando-se o coeficiente de partição óleo/água. Entretanto, estudos 

de liberação in vitro e in vivo proporcionam dados mais significativos (AULTON, 2005). A 

solução receptora para os experimentos in vitro deve ser selecionada com base na solubilidade 

do fármaco, pois é necessária a manutenção das condições sink para permitir o fluxo contínuo 

do fármaco e garantir a obtenção de resultados efetivos (SILVA et al., 2009).   

De acordo com os resultados da solubilidade da AnB em diversos meios receptores que 

estão apresentados na tabela abaixo, selecionou-se como meio receptor Tampão pH 7,4 + Brij 

020® 2,0 %, não por ter apresentado maior solubilidade, mas por já possibilitar manter as 

condições ideais para condução do estudo e evitar todos os interferentes, como a formação de 

excesso de espuma, associados à utilização de uma maior quantidade de Brij 020®  ou lauril 

sulfato de sódio. 
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Tabela 13 – Solubilidade da Anfotericina B em diferentes meios receptores.  

Meios receptores Solubilidade (µg.mL–1) ± DP 

Tampão fosfato pH 7.4 6,76 ± 0,12 

Tampão pH 7,4 + Brij 020® 2,0 % 44,76 ± 0,23 

Tampão pH 7,4 + Brij 020® 4,0 % 48,98 ± 0,18 

Tampão pH 7,4 + LSS 0,1% 16,70 ± 2,81 

Tampão pH 7,4 + LSS  0,5% 61,25 ± 6,72 

LSS – Lauril Sulfato de Sódio 

A Tabela 14 e as Figuras 22 e 23 mostram o perfil de liberação e permeação das 

formulações estudadas após um período de 12 e 24 horas, respectivamente. 

Figura 22 – Perfil de liberação in vitro das formulações estudadas utilizando membrana 
sintética de ésteres de celulose 0,45 µm. 

 

 

 

O gráfico da quantidade de Anfotericina B liberada das formulações selecionadas 

(Figura 22) após 12 horas, mostra que a ME02 e a ME11 liberaram maiores quantidades de 

AnB através da membrana sintética utilizada e que não existiu diferença estatisticamente 

significativa entre as quantidades liberadas de SC1, ME05 e ME10. Entretanto, as ME02 e 

ME11, diferem entre si e das outras formulações (p <0,05).  

0

70

140

210

0 2 4 6 8 10 12Q
ua

nt
id

ad
e 

de
 fá

rm
ac

o 
lib

er
ad

a 
(µ

g 
cm

-2
)

Tempo (h)

SC1 SC2 ME02 ME05 ME10 ME11



75 
 

 

Figura 23 – Perfil de permeação ex vivo das formulações estudadas utilizando membrana 
natural sem estrato córneo. 

 

Os resultados de permeação corroboram os resultados do perfil de liberação, as 

formulações ME02 e ME11 apresentaram maior permeação do fármaco que as outras. Todas 

apresentaram permeação cumulativa do fármaco após 24 horas em quantidade inferior a 5 

μg/cm2, correspondendo a aproximadamente 1,25% do fármaco aplicado (Figura 23).  A 

emulsão não apresentou uma quantidade significativa de permeabilidade de AnB através da 

biomembrana. 

O óleo de catolé apresentou potencial promotor de permeação para um fármaco 

hidrofílico e para um fármaco lipofílico testado em um estudo utilizando pele de cobra 

(CARACIOLO, 2016). Para verificar a influência do óleo de catolé na liberação e permeação 

da Anfotericina B a partir das microemulsões, uma microemulsão similar à ME02, mas 

substituindo o óleo de catolé por ácido oléico, que é constituinte comum de microemlusões e 

possui reconhecida capacidade promotora de permeação, foi preparada (ME12) e avaliada. Os 

perfis de liberação e permeação comparativos entre essas formulações estão demonstrados nas 

figuras abaixo. 
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Figura 24 – Perfil de liberação in vitro comparativo entre as microemulsões ME02 e ME12 

utilizando membrana sintética de ésteres de celulose 0,45 µm. 

 

 

Figura 25 – Perfil de permeação ex vivo comparativo entre as microemulsões ME02 e ME12 

utilizando membrana natural sem estrato córneo. 

 

 

Através das Figuras 23 e 24 foi possível verificar que não houve diferença 

estatisticamente significativa entre os perfis de liberação e permeação de AnB a partir das 

microemulsões contendo óleo de catolé ou ácido oléico como fase oleosa (p<0,05). De acordo 

com esse resultado, podemos inferir que o alto teor de tensoativos dessas microemulsões, que 

têm caracteríticas de desorganizar os lipídeos da pele e assim contribuir para maior permeação 

do fármaco, é o fator primordial, mas também, que o óleo de catolé tem efeito aparentemente 
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semelhante ao ácido oléico na permeação do referido fármaco através das formulações 

avaliadas.  

Verificou-se que o fluxo (J) para as formulações contendo AnB (0,1% p/p) estava entre 

0,018 e 0,289 µg.cm-2.h-1 e o coeficiente de permeabilidade (Kp) de AnB entre 0,45e 7,22 

cm/h, os dados estão apresentados detalhadamente na Tabela 14. 

O coeficiente de correlação (R2) foi de 0,95 para ME02 e 0,99 para ME11 quando os 

resultados da concentração cumulativa de AnB permeada através da biomembrana foram 

plotados em função do tempo. Para SC1, ME05 e ME10 os valores de R2 foram maiores 

quando os resultados de permeação do fármaco foram plotados em função da raiz quadrada do 

tempo, 0,98, 0,98 e 0,95, respectivamente. 

 O estrato córneo das peles utilizadas em cada ensaio de permeação foi removido 

utilizando 30 fitas. As peles mostraram um valor de TEWL de 9,0 ± 1,5 g/hm² antes e valores 

entre 69,78 e 72,56 g/hm² após remoção do estrato córneo. 

A retenção de AnB nas peles foi de 23,83, 1,26, 84,79, 15,52, 24,36 e 59,67 μg.cm-2 

para SC1, SC2, ME02, ME05, ME10 e ME11, respectivamente. As microemulsões ME02 e 

ME11 apresentaram maior deposição nas camadas internas da pele, derme e epiderme, 

seguidas pela ME10 e emulgel (SC1). Observou-se que os valores de retenção de todas as 

formulações contendo AnB foram estatisticamente superiores (p <0,05) aos valores de 

permeação (Figura 25). 

Tabela 14 - Quantidade permeada após 24h (Q24 ± D.P.), Fluxo ± D.P (J) e Kp de 
Anfotericina B 0,1% nas microemulsões, emulgel e emulsão 

 
SC1 SC2 ME02 ME05 ME10 ME11 

Q24 (µg cm-2)a 0.2909 0 4.6076 0.5087 1.1098 3.9988 

J (µg cm-2 h-1)a 0.018 0 0.289 0.032 0.051 0.246 

Kp (cm h-1) × 10-3 0.45 0 7.225 0, 8 1.275 6.15 

QED (µg cm-2)a 23.828 1.257 84.728 15.521 24.356 59.666 

 

 

 

 

 



78 
 

 

Figura 26 – Retenção cutânea de formulações tópicas contendo AnB 0,1%. 

 

Com o intuito de verificar se o método selecionado era adequado para avaliar a 

retenção de Anfotericina B nas peles, a recuperação do fármaco foi avaliada. Os resultados 

foram expressos em percentual de Anfotericina B recuperado e estão apresentados na Tabela 

15.  

Tabela 15 - Recuperação da Anfotericina B nas peles utilizadas 

Recuperação de Anfotericina B nas peles 

10 μg/mL (n =3) 

Média±DP (μg/mL) CV (%) Recuperação (%) 

9,129±0,188 2,065 91,29 

  

 Os valores da recuperação estão diretamente relacionados com a capacidade do 

método de extrair o fármaco no modelo de biomembrana utilizado, a recuperação deve ser 

100 ± 10%, para garantir resultados adequados (OECD, 2004). Portanto, os resultados 

apresentados, demonstram que não houve perda significativa nem degradação da substância 

analisada durante os procedimentos de retenção cutânea, uma vez que o fármaco avaliado foi 

recuperado em quantidades superiores a 90%, assim, os resultados confirmam que o método 

utilizado foi adequdo e os resultados são confiáveis. 

Vários fatores estão relacionados com a liberação de um fármaco a partir de 

formulações emulsionadas, dentre eles estão o tamanho de gotícula, viscosidade e as 
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interações entre a formulação e o fármaco, entretanto, para a permeação através da pele, o 

fator limitante é o estrato córneo intacto (FORMARIZ et al., 2005; YUTANI et al., 2016).  

Os medicamentos para aplicação tópica são geralmente testados em pele saudável, no 

entanto, o estrato córneo (EC) é comumente lesionado por doenças de pele. A principal 

função do estrato córneo como a camada mais externa da pele é proteger o organismo contra 

substâncias nocivas do ambiente e controlar a evaporação da água do tecido viável subjacente. 

A combinação dos lípidos lamelares intercelulares juntamente com o ambiente intracelular 

altamente queratinizado nos corneócitos mortos e achatados torna o estrato córneo uma 

barreira muito eficaz neste contexto (FOKUHL et al., 2013).  

Assim, as condições dermatológicas que alteram a fisiologia e/ou estrutura da pele 

podem interferir significativamente na permeação de substâncias através da pele e, 

subsequentemente, propiciar absorção sistêmica de substâncias que em condições normais não 

atravessariam as camadas da pele. Portanto, é importante utilizar um modelo de pele 

adequado para avaliar a permeação de fármacos utilizados no tratamento tópico de doenças 

que causam lesões na pele (SCHLUPP et al., 2014).  

Neste caso específico, é necessário considerar que as formulações serão aplicadas sobre 

pele escarificada, que perdeu o estrato córneo e, possivelmente, mais da epiderme. (OSPINA 

et al., 2014). Dessa forma, se faz necessário avaliar a permeação e retenção em um modelo de 

pele lesionado a fim  de verificar se o fármaco realmente se concentra no local de ação, ou 

seja, nas camadas da pele. 

As formulações ME02 e ME11 mostraram maior liberação do fármaco, permeação e 

retenção na pele do que as outras formulações, e o emulgel apresentou resultados superiores à 

emulsão, como mostrado nas Figura 22 e 23 e Tabela 14 (p <0,05). Essas MEs apresentaram 

um tamanho de gotícula menor, mas uma viscosidade mais elevada do que as microemulsões 

utilizando o par tensoativos L/PO (ME05 e ME10). Neste caso, provavelmente, os fatores 

determinantes foram o tamanho de gotícula e a interação entre a formulação e o fármaco, 

independentemente da viscosidade do sistema, uma vez que a ME05 apresentou uma maior 

capacidade de solubilizar AnB, porém, taxas mais baixas de liberação, permeação e retenção 

do que as outras microemulsões. As formulações convencionais são significativamente mais 

viscosas e possuem gotículas maiores do que as MEs, confirmando a maior dificuldade para o 

fármaco de ser liberado a partir destes sistemas. 

Considerando apenas o tamanho das gotículas das microemulsões, que são inferiores ao 

poro da membrana sintética utilizada, seria de se esperar a passagem de todo o fármaco a 
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partir desses sistemas no estudo de liberação in vitro, no entanto, não é apenas o tamanho dos 

poros da membrana o que determina a penetração das gotículas e, consequentemente, do 

fármaco, no meio receptor. A viscosidade e interação/solubilidade do fármaco com a 

formulação também são fatores determinantes. Além disso, comparamos a liberação do 

fármaco a partir de sistemas macro e microestruturados, cujas características e viscosidades 

eram totalmente diferentes.  

Este resultado corrobora o artigo de Franz (1983), onde o autor afirma que o fator 

essencial que impõe limitações práticas às relações entre a concentração de drogas e a 

liberação é a solubilidade adequada, visto que uma solubilidade muito alta também pode 

dificultar a liberação do fármaco a partir de uma determinada formulação. 

A difusão é um processo fundamentalmente individual no qual as moléculas do fármaco 

solubilizadas se movem através da barreira ou do meio. Ao mesmo tempo, em geral, para o 

mesmo tipo de preparação, aqueles que têm a viscosidade mais elevada liberam o fármaco de 

forma menos eficiente. No entanto, quando são feitas comparações entre diferentes tipos de 

preparações, as de maior viscosidade nem sempre fornecem menos fármaco. Dessa forma, a 

utilização de um teste de liberação in vitro utilizando membranas artificiais mostra que a 

estrutura dos excipientes é um aspecto essencial nas preparações dermatológicas (SANTANA, 

1992).  

As MEs 02 e 11 apresentaram maior coeficiente de correlação quando os resultados da 

concentração permeada foram plotados em função do tempo, indicando que o modelo cinético 

de ordem zero é mais apropriado e que o fluxo é independente da concentração do fármaco. 

Para SC1, ME05 e ME10, os valores dos coeficientes de correlação foram mais próximos de 1 

após a regressão linear da concentração permeada em função da raiz quadrada do tempo, 

demonstrando que as formulações seguem o modelo cinético de Higuchi, em que a difusão é 

controlado pelo sistema (BOLZINGER et al., 2012; DASH et al., 2010). 

Considerando o desfecho de absorção cutânea, o ensaio OECD TG 428 indica apenas 

em linhas gerais como o ensaio deve ser realizado, no entanto, existem dificuldades relativas à 

padronização do mesmo, questões como o tipo de pele a ser utilizada (humana, suína ou de 

roedores), controle da espessura e garantia da sua integridade, fatores que impactam 

diretamente no resultado obtido. 

A avaliação das diferenças fisiológicas e estruturais entre a pele humana e animal é 

desafiadora devido à alta variabilidade na pele humana em relação ao local do corpo, à idade e 

à exposição a vários fatores externos. Este é, particularmente, o caso de parâmetros como a 
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espessura da pele humana e o fluxo sanguíneo. As diferenças entre os seres humanos e os 

animais na expressão enzimática e no impacto do metabolismo na permeação de substâncias 

através da pele são difíceis de avaliar, particularmente quantitativamente, devido à escassez 

de dados em animais. Qualitativamente, pela similaridade estrutural, parece claro que a pele 

suína é o modelo mais adequado (DANCIK et al.,2015).  

 O guia OCDE TG 428, exige a realização de testes de integridade antes de realizar 

experimentos de permeação, o documento de orientação para a realização desses estudos 

especifica essa afirmação recomendando a medição da perda de água transepidermal (TEWL), 

resistência elétrica ou o uso de materiais de referência, como a água tritiada, como marcador 

de permeação (OECD, 2004). 

 A avaliação da perda de água transepidermal (TEWL) é um método bem estabelecido 

em dermatologia para avaliar a integridade da barreira cutânea. Quando a pele está danificada, 

sua função de barreira é prejudicada resultando em maior perda de água. Em comparação com 

os outros métodos, a avaliação da TEWL tem a vantagem de não ser necessário adicionar 

soluções para realizar o teste de integridade de barreira para além das utilizadas nos ensaios 

de permeação (NETZLAFF et al., 2006; SCHLUPP et al., 2014). 

As medições de TEWL permitem descobrir as perturbações na função protetora da 

pele numa fase inicial, mesmo antes de serem visíveis. A pele normal permite a perda de água 

apenas em pequenas quantidades. No caso de afecções tópicas, a perda de água é muito maior. 

A determinação da TEWL é um importante suporte para investigar a irritação da pele que 

ocorre por várias influências físicas e químicas (MUNDLEIN et al., 2008). 

 Uma outra questão de interesse é a influência da temperatura ambiente e da umidade 

do ar ambiente nos resultados da medição. As medições TEWL devem ser realizadas em uma 

sala especial com condições padrão, temperatura e humidade controladas. Sabe-se também 

que o valor TEWL depende não apenas do tipo de pele, mas também de parâmetros externos 

que possam alterar a função da barreira significativamente. Portanto, tendo em vista todas 

estas variáveis, podemos inferir que as medições de TEWL podem detectar danos graves ao 

estrato córneo, mas não pequenas alterações, que, no entanto, já podem influenciar a difusão 

do fármaco (MUNDLEIN et al., 2008; SCHLUPP et al., 2014). 

 Normalmente os valores de TEWL para uma pele íntegra estão entre 3,2 e 10,9 g/m²/h, 

as afecções da pele tendem a resultar em aproximadamente 5 ou mesmo 10 vezes maiores 

valores de TEWL do que a pele saudável (FOKUHL et al., 2013). Diversos métodos podem 

ser utilizados para lesionar um modelo de pele para estudos de permeação cutânea. O método 
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de tape stripping tem demonstrado ser feitivo e em estudo previamente realizado, observou-se 

que não houve diferença entre o método tape stripping e o método de abrasão (SCHLUPP et 

al., 2014). O Tewameter TM 300 e o AquaFlux AF200 são equipamentos bastante utilizados 

para avaliação da perda de água transepidermal em modelos de pele, com base na Lei de 

Difusão de Fick. 

Através das medidas TEWL realizadas, foi possível inferir que a condição de lesão da 

pele foi a mesma para todos os ensaios, uma vez que todas as peles utilizadas mostraram 

valores de TEWL estatisticamente semelhantes após a remoção do estrato córneo (p <0,05), e 

que, efetivamente as peles foram lesionadas, já que os valores de TEWL aumentaram 

aproximadamente 8 vezes em relação às medidas iniciais (FOKUHL et al., 2013). 

O tratamento de feridas também tem recebido muita atenção por parte dos 

profissionais de saúde, campo no qual se tem observado crescente aplicação de formulações 

de uso tópico. As formulações empregadas no tratamento das afecções tópicas são 

preparações de consistência semi-sólida destinadas a serem aplicadas sobre a pele ou sobre 

determinadas mucosas a fim de exercer uma ação local ou de promover a passagem de 

princípios medicamentosos através das camadas da pele e oferecer uma liberação sustentada 

do fármaco (BUTANI et al., 2016). 

Mesmo com o entendimento de que as formulações lipídicas de AnB permitem a 

redução da toxicidade do fármaco em relação à forma convencional, um outro ponto que 

dificulta o tratamento com essas formulações lipídicas de Anfotericina B, atualmente 

aprovadas para a leishmaniose, é seu alto custo, visto que requerem administração parenteral e 

são, de fato, formulações  caras. 

Todas as formulações apresentaram maior retentividade que permeabilidade, o que é 

essencial para "depósito" de AnB na epiderme e derme, destinada a tratar as lesões de 

leishmaniose cutânea e as infecções bacterianas ou fúngicas secundárias associadas com a 

lesão inicial (RAMOS-SILVA; JAQUES, 2002). 

Os resultados de um estudo in vivo utilizando formulações contendo 0,1% de AnB na 

forma farmacêutica gel, administradas por via subcutânea, em camundongos infectados com 

leishmaniose tegumentar, mostraram redução significativa das lesões em um intervalo curto 

de tempo, no entanto, ainda apresenta a devantagem de requerer administração parenteral 

(MENDONÇA et al., 2016). 

As formulações desenvolvidas neste trabalho apresentaram várias vantagens, uma 

delas foi a utilização de um novo óleo vegetal, sinalizando o uso de recursos naturais com 
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desenvolvimento sustentável e, conseqüentemente, contribuição social. Além disso, nosso 

estudo objetivou desenvolver formulações com alta retentividade e baixa permeabilidade, 

mesmo utilizando um modelo de pele lesionada. Microemulsões e as nanopartículas lipídicas 

sólidas (SLNs) previamente desenvolvidas para aplicação tópica de anfotericina B 

apresentaram maior permeabilidade do que as formulações aqui desenvolvidas (BUTANI et 

al., 2014; BUTANI et al., 2016). Vale a pena acrescentar que a ME02 desenvolvida exibiu 

uma retenção de fármaco duas vezes maior em comparação com as SLNs e retentividade 

comparável às melhores microemulsões desenvolvidas por Butani et al., 2014. Por outro lado, 

em ambos os estudos anteriores, pele de rato foi utilizada como biomembrana e a relação 

quantidade/área de formulação aplicada foi superior.   

   

Figura 27 – Ensaio de permeação cutânea: a) Sistema de difusão em células de Franz 
automatizadas; b) membrana sintética ésteres de celulose 0,45µm; c) pele dermatomizada; d) 
Tewameter® TM 300. Fonte: Autor próprio. 

 

 

 

a) b) 

c) d) 
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5.8 Estabilidade das formulações 

 A estabilidade de sistemas emulsionados está diretamente relacionada com a 

manutenção do tamanho de gotícula das formulações quando submetidas a diferentes 

condições de armazenamento. O colapso de um sistema de emulsionado é manifestado pela 

fusão de gotículas que em última análise separam da fase dispersa como gotículas maiores 

através de um processo conhecido como coalescência (LI et al., 2012). 

 Estudos anteriores propuseram a estratégia para a incorporação de AnB em 

nanoemulsões, sem a utilização de solventes orgânicos, empregando o perfil de solubilidade 

de pH do fármaco e, mais especificamente, a sua maior solubilidade em água a pH básico, 

método utilizado neste trabalho. No entanto, estes autores relataram alterações significativas 

no tamanho de gotícula das formulações contendo AnB após 7 dias, mostrando que eram 

muito instáveis (CALDEIRA et al., 2015). 

Todas as microemulsões e o emulgel desenvolvidos permaneceram fisicamente 

estáveis ao longo do período de estudo. Não houve separação de fases ou agregação 

significativa das gotículas e, também, não foi observada turbidez. Quanto ao teor de AnB, não 

houveram diferenças significativas entre a concentração inicial e a concentração após 3 meses 

(p<0,05). Em relação à emulsão, após 60 dias houve agregação intensa das gotículas, 

especialmente quando armazenadas à temperatura ambiente, confirmando a estabilidade das 

microemulsões desenvolvidas mesmo utilizando o método de preparação descrito 

anteriormente. Os resultados estão detalhados nas Tabelas 16 e 17. 
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Tabela 16 – Resultados dos estudos de estabilidade as formulações contendo 0,1% de AnB 
quando armazenadas à 5 ± 2°C 

 
Tamanho de Gotícula (nm) 5 ± 2°C 

24 horas 30 dias 60 dias 90 dias 

SC1 420.43 ± 10.1 425.87 ±  9.1 428.37 ±  10.5 436.93 ± 10.1 

SC2 489.22 ± 14.5 515.31 ± 12.6 537.21 ± 15.8 590.88 ± 13.1 

ME02 31.02 ± 0.9 30.95 ± 1.1 33.74 ± 2.1 34.05 ± 2.1 

ME05 89.86 ± 1.2 90.15 ± 1.0 92.34 ± 2.5 92.96 ± 1.9 

ME10 63.68 ± 1.6 65.18 ± 1.2 66.20 ± 2.6 66.70 ± 1.5 

ME11 34.42 ± 0.4 34.66 ± 1.1 35.12± 1.8 36.43 ± 2.0 

 
Teor de Fármaco (%) 5 ± 2°C 

24 horas 30 dias 60 dias 90 dias 

SC1 97.6 ± 0.8 97.1 ± 1.0 96.5 ± 1.0 95.4 ± 1.7 

SC2 98.2± 1.1 95.9± 1.2 92.3± 1.5 90.8± 2.0 

ME02 99.1± 1.5 98.5± 1.5 98.0± 1.2 96.2± 1.1 

ME05 99.6± 0.9 99.6± 0.9 98.6± 1.5 97.8± 1.2 

ME10 99.5± 0.5 99.2± 1.0 99.0± 1.7 98.5± 1.0 

ME11 98.9± 1.4 97.2± 1.6 96.8± 1.2 96.5± 1.8 
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Tabela 17 – Resultados dos estudos de estabilidade as formulações contendo 0,1% de AnB 
quando armazenadas à 25 ± 2°C 

 
Tamanho de Gotícula (nm) 25 ± 2 °C 

24 horas 30 dias 60 dias 90 dias 

SC1 420.43 ± 10.1 428.22 ±  8.5 436.65 ±  10.5 442.31 ± 11.5 

SC2 489.22 ± 14.5 528.15 ± 10.2 597.10 ± 12.5 690.45 ± 15.0 

ME02 31.02 ± 0.9 33.15 ± 1.5 33.74 ± 2.7 35.22 ± 1.5 

ME05 89.86 ± 1.2 91.08 ± 1.0 92.16 ± 2.5 92.96 ± 1.9 

ME10 63.68 ± 1.6 66.15 ± 1.5 68.20 ± 2.6 68.70 ± 3.5 

ME11 34.42 ± 0.4 36.69 ± 1.2 37.45± 2.2 37.52 ± 2.4 

 
Teor de Fármaco (%) 25 ± 2 °C 

24 horas 30 dias 60 dias 90 dias 

SC1 97.6 ± 0.8 96.8 ± 1.4 95.0 ± 1.5 94.4 ± 1.9 

SC2 98.2± 1.1 94.2± 1.6 90.9± 1.0 89.5± 1.5 

ME02 99.1± 1.5 98.9± 1.1 98.5± 1.4 97.2± 1.7 

ME05 99.6± 0.9 98.6± 1.2 98.0± 1.5 97.5± 2.0 

ME10 99.5± 0.5 99.0± 1.5 98.2± 1.3 97.9± 1.9 

ME11 98.9± 1.4 96.6± 2.6 95.9± 1.9 96.1± 1.5 

5.9 Avaliação do potencial irritante de formulações tópicas contendo Anfotericina B 

Desde a década de 40, a avaliação do potencial irritante de diversas substâncias 

químicas e produtos, como agrotóxicos, cosméticos e medicamentos de uso dérmatológico, é 

realizada a partir do uso de animais de laboratório. Várias pesquisas têm sido conduzidas nas 

últimas décadas para desenvolver alternativas a estes testes, em especial ao teste de Draize, 

utilizado em um contexto regulatório para avaliar os potenciais de irritação ocular. Embora 

nenhum único ensaio in vitro tenha emergido como sendo completamente aceitável para a 

substituição total, vários testes são considerados adequados e são usados regularmente para 

avaliar certos aspectos (SCHEEL et al., 2011). 

Os ensaios de membrana córioalantóide, principalmente o teste em membrana 

corioalantóide de ovo de galinha (HET-CAM), o Ensaio Vascular de Membrana 

Corioalantóide (CAMVA) e o teste de Opacidade e Permeabilidade da Córnea Bovina 

(BCOP) têm sido utilizados durante muitos anos pelas indústrias farmacêuticas e cosméticas 

para avaliar o potencial de irritação ocular, porque são testes rápidos, confiáveis, baratos e não 

requerem o uso de animais vivos (DONAHUE et al., 2011). 
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A CAM é a membrana respiratória vascularizada encontrada dentro de um ovo de 

galinha fertilizado, contendo um processo vascular e inflamatório semelhante ao tecido 

conjuntival de olhos de coelho (ICCVAM, 2010). O teste HET-CAM é utilizado para fornecer 

informações qualitativas sobre os efeitos potenciais que ocorrem na conjuntiva após 

exposição a uma substância e através da observação da coagulação que pode refletir potencial 

dano na córnea.  

O teste CAM-TBS adiciona valor ao teste HET-CAM clássico, incorporando uma 

leitura quantitativa, obtida pela medição da quantidade de azul de trypan absorvida pelas 

células da CAM expostas (LAGARTO et al., 2006). Estudos anteriores mostram grande 

especificidade dos testes de CAM, especialmente o HET-CAM, para substâncias ou produtos 

com baixo ou nenhum potencial irritante. O HET-CAM apresenta uma predisão correta de 

mais de 95% para substâncias não irritantes ou ligeiramente irritantes, e menor previsibilidade 

para irritantes ou irritantes graves in vivo (SCHEEL et al., 2011). 

O ensaio de opacidade e permeabilidade em córnea bovina (BCOP) é um teste top-

down geralmente aceito como um método alternativo in vitro validado para o teste de irritação 

ocular de Draize para detectar irritantes oculares corrosivos e graves (Categoria 1), mas não 

demonstrou ser suficientemente sensível para discriminar com precisão os compostos de 

categoria 2A/2B, irritantes leves e não irritantes (OECD, 2009), no entanto, a avaliação 

histológica pode ser realizada para melhorar a discriminação entre irritantes leves e 

moderados e fornecer informações sobre a profundidade e a natureza da lesão que pode ser 

usada para prever se o dano é ou não reversível (DONAHUE et al., 2011). 

No ensaio de BCOP atualmente aceito, a opacidade é determinada pela quantidade de 

transmissão de luz através da córnea e a permeabilidade é determinada pela quantidade do 

corante fluoresceína de sódio que passa através de todas as camadas de células da córnea. 

Ambas as medições são utilizadas para atribuir uma pontuação de irritação in vitro (IVIS) 

para a predição do potencial de irritação ocular in vivo de uma substância teste 

(VERSTRAELEN et al., 2013). 

De acordo com a linha de orientação da OCDE, os fatores críticos do teste BCOP 

estão relacionados com assegurar que a substância teste cubra adequadamente a superfície 

epitelial e que seja adequadamente removida durante as etapas de lavagem (OECD, 2009). 

Os resultados dos testes HET-CAM, CAM-TBS e BCOP são mostrados nas Tabelas 18 

e 19. As pontuações para o HET-CAM e o CAM-TBS mostraram que as formulações ME05 e 

ME10 foram irritantes moderadas e todas as outras MEs e SCs foram classificadas como não-
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irritantes ou irritantes leves. De acordo com os resultados do BCOP, as ME05 e ME10 estão 

na categoria 1, irritantes, e nenhuma previsão pode ser feita para qualquer das outras MEs ou 

SCs. O óleo de catolé também foi avaliado separadamente e classificado como não irritante. 

De acordo com os três métodos utilizados, os valores de potencial irritante da ME05 e 

ME10 estão diretamente relacionados com um aumento do percentual do par de tensoativos 

Labrasol/Plurol Oleique, ao passo que outras formulações contendo diferentes tensoativos nas 

suas composições não apresentaram potencial de irritação significativo. 

Por essa razão, os tensoativos Labrasol e Plurol Oleique foram avaliados isoladamente, 

os resultados confirmam as observações anteriores, o Labrasol é considerado irritante de 

acordo com os três métodos utilizados, já o Plurol, não demonstrou potencial de irritação 

significativo. 

É possível observar ainda que a pontuação das formulações após a incorporação do 

fármaco aumentou para as ME02, 05 e 10, assim, podemos inferir que esse resultado deve 

estar relacionado ao aumento o pH das formulações com AnB, devido ao método de 

incorporação do fármaco. O pH dessas formulações está próximo de 8,0, valor bem superior 

ao pH lacrimal que é entre 7 e 7,4, mesmo assim, esse acréscimo no pH em relação à 

formulação sem fármaco não foi suficiente para modificar a classificação das formulações, 

sendo o pH um fator importante, mas neste caso, o determinante para apresentação de 

potencial irritante foi a composição das formulações. 

Ambos os testes estão relacionados à irritação ocular, que pode estar associada à 

aplicação de substâncias na face próximo à mucosa ocular. As formulações, com exceção de 

ME05 e ME10, foram classificadas como não irritantes ou ligeiramente irritantes, sugerindo 

que são seguras para aplicação dérmica. 
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Tabela 18 – Resultados dos testes HET-CAM e CAM-TBS (média ± D.P) 

 
HET-CAM  CAM-TBS  

Placebo 0,1% AnB Classe Placebo 0,1% AnB Classe 

SC1 0.75±0.2 1.25±0.3 SLI 2.10±0.3 2.65±0.4 NI/SLI 

SC2 0.75±0.3 1.00±0.5 SLI 2.35±0.2 2.40±0.2 NI/SLI 

ME02 2.00±0.2 4.00±0.4 SLI 1.95±0.2 2.02±0.2 NI/SLI 

ME05 6.00±0.4 8.00±1.0 MI 3.80±0.4 7.30±0.5 MI 

ME10 5.25±0.4 5.25±0.4 MI 3.70±0.4 7.1±0.7 MI 

ME11 0.25±0.2 0.75±0.2 NI 1.70±0.4 1.05±0.6 NI/SLI 

Oleo de Catolé  0.25±0.2 __ NI 1.15±0.2 __ NI/SLI 

0.1NNaOH 19.0±1.5 __ SEI 13.1±0.3 __ SEI 

Labrasol 7.00±0.4 __ MI 5.80±0.5 __ MI 

Plurol Oleique 1.25±0.2 __ SLI 2.40±0.2 __ NI/SLI 

NI – não irritante; SLI - levemente irritante; MI – irritante moderado; SEI – irritante severo.  

 

Tabela 19 – Resultados do teste BCOP (média ± D.P) 

 
BCOP  

Placebo 0,1% AnB Classe 

SC1 28.40±5.6 31.02±10.2 ND 

SC2 32.15±8.4 37.75±6.7 ND 

ME02 20.45±2.9 19.85±4.5 ND 

ME05 92.3±11.2 100.3±14.6 CAT1 

ME10 86.68±7.8 96.68±9.4 CAT1 

ME11 21.18±4.9 21.18±6.6 ND 

Oleo de Catolé  12.95±4.2 __ ND 

0.1NNaOH 425.75±36.8 __ CAT1 

Labrasol 98.88±8.2 __ CAT1 

Plurol Oleique 21.20±4.5 __ ND 

CAT1 - Categoria 1; ND – Não determinado. 
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Figura 28 – Teste HET-CAM: a) Incubadora de ovos; b) lupa iluminadora e suporte; c) CAM 
após contato com produto irritante; d) CAM após contato com produto irritante leve. Fonte: 
Autor próprio. 
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Figura 29 – Teste BCOP: a) Opacitômetro BASF-3.0; b) Suporte de córmeas; c) Excisão das 
córneas; d) Córneas excisadas. Fonte: Autor próprio. 
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6 CONCLUSÕES 

 Após seleção dos tensoativos e da fase oleosa, baseando-se não apenas no critério de 

solubilidade, mas também no interesse de formular e avaliar diversos sistemas 

microemulsionados partindo de componentes variados, foi possível desenvolver 

diagramas de fase pseudoternários e delinear áreas onde existiu a formação de 

sistemas microemulsionados. 

 

 Os estudos de centrifugação, condutividade elétrica, pH, tamanho de gotícula, 

potencial zeta, microscopia de luz polarizada e SAXS permitiram caracterizar 

adequadmente as microemulsões e os sistemas convencionais. Após incorporação da 

Anfotericina B, os sistemas se mantiveram estáveis, e no caso das microemulsões, 

opticamente translúcidos. 

 

 As análises realizadas mostraram que o óleo de catolé apresenta-se dentro das 

especificações de qualidade para óleos vegetais não refinados e que uma única análise 

de espectros RMN ¹H permitiu a determinação de um grande número dos parâmetros 

para a avaliação da qualidade do óleo em estudo. 

 

 Os estudos de permeação das formulações mostraram que os diferentes sistemas 

microemulsionados apresentaram modelos cinéticos de permeação diferentes, a ME02 

e ME11 seguiram o modelo cinético de ordem zero, já emulgel e as demais 

microemulsões seguiram o modelo cinético de pseudo-primeira ordem (Higuchi).  

 

 As formulações microemulsionadas contendo óleo de catolé foram desenvolvidas com 

sucesso, sendo portanto, o óleo de catolé um candidato para utilização como adjuvante 

farmacêutico em formulações tópicas, como alternativa, inclusive, ao ácido oleico. 

 
 Os métodos alternativos utilizados para avaliar o potencial de irritação das 

formulações revelaram-se reprodutíveis, mostraram resultados semelhantes e 

determinaram que as formulações são seguras para aplicação tópica, com exceções das 

ME 05 e 10 que apresentaram potenciais de irritação moderados. Estes métodos 

alternativos podem ser aceitáveis para avaliar o potencial irritante de novos sistemas, 

como as microemulsões, e não apenas formulações convencionais.  
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 A formulação otimizada (ME02) constituída por Anfotericina B a 0,1% (p/p), 9,1% 

(p/p) de óleo catolé, Smix (1: 1, Tween 20 e Kolliphor EL) a 81%, apresentou 

estabilidade física e química durante pelo menos 3 meses a 5 ± 2 ° C e à temperatura 

ambiente (25 ± 2 ° C), viscosidade adequada para aplicação tópica e não mostrou 

nenhum potencial de irritação em nenhum dos três testes realizados. 

 

 As formulações emulsionadas contendo Kolliphor, Tween 20 e Span 80 são as mais 

promissoras considerando a alta retenção, menor potencial de irritação e menor custo 

em comparação com aquelas que contêm Labrasol e Plurol Oleique como tensoativos. 

 

 Finalmente, a administração de AnB através de formulações tópicas não irritantes com 

elevada retentividade nas camadas de pele é uma alternativa promissora para o 

tratamento de leishmaniose cutânea, assim, a lesão seria tratada de uma forma 

localizada, os efeitos tóxicos relacionados com a absorção sistêmica de AnB seriam 

eliminados, a administração do fármao seria facilitada e provavelmente poderia haver 

um menor custo e maior adesão ao tratamento. 
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