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RESUMO 

Nas últimas décadas, as infecções fúngicas invasivas (IFI) apresentaram um aumento 

significativo, em especial, devido a maior incidência de casos ligados a coinfecção associada a 

outras patologias, onde espécies do gênero Cândida representam uma das causas mais comuns 

de IFI em humanos. Dentre os antifúngicos aprovados para o tratamento das IFI, destaca-se a 

anfotericina B (AnB), por apresentar amplo espectro de ação. No entanto, seu uso clínico tem 

sido limitado devido aos seus efeitos secundários sendo o mais grave, a nefrotoxicidade. Além 

disso, a AnB possui baixa solubilidade, permeabilidade em membranas e estabilidade no 

ambiente gástrico, o que impossibilita sua administração pela via oral. Assim, o objetivo deste 

trabalho foi desenvolver uma nanoemulsão a base de ácido oleico para o carreamento de AnB, 

com o intuito de ampliar suas características físico-químicas e biológicas. A nanoemulsão (NM) 

é composta por uma fase oleosa (ácido oleico e polisorbato80) e uma fase aquosa (água e 

lecitina), sendo obtida pelo método de homogeneização de alto cisalhamento. Parâmetros como: 

tipo e concentração do tensoativo e proporção fase oleosa:fase aquosa foram otimizados. A NM 

foi caracterizada quanto ao diâmetro médio, índice de polidispersão, potencial zeta, morfologia, 

liberação in vitro (fluídos gastrointestinais e em pH fisiológico), estabilidade e atividade 

antifúngica. A nanoemulsão contendo anfotericina B (NM-AnB), apresentou diâmetro médio 

de 250,0±15,0nm, índice de polidispersão de 0,180±0,020 e potencial zeta de -27,3±1,5mV. O 

perfil cinético da AnB liberada a partir das NM-AnB foi caracterizado seguindo o modelo de 

Higuchi. A liberação nos fluídos gastrointestinais demonstraram que a NM-AnB possui 

estabilidade no fluído simulado gástrico obtendo porcentagens de liberação da AnB de 11,2% 

(pH 1,2). Já no fluído simulado intestinal a AnB apresentou taxa de liberação correspondente a 

52,0% (pH 6,8) em 6 horas, demonstrado que o pH básico aumenta a liberação da AnB contida 

na NM. O percentual total de liberação em tampão PBS durante as 96 horas de experimento foi 

de 14,5%, o que sugere estabilidade nesse tipo de meio receptor. Além disso, a NM-AnB 

apresentaram elevada ação antifúngica frente a cepas fúngicas estudas (C. albicans 0546 

VITROIDSTM, C. albicans clínica, C. glabrata clínica, C. tropicalis clínica e C. Krusei). 

Portanto, com base nos resultados obtidos, pode se dizer, que a formulação de NM-AnB é uma 

candidata promissora como sistema de carreamento para a AnB. 

 

Palavras-chave: Anfotericina B. Nanoemulsão. Antifúngico. Ácido Oleico. Polissorbato 80. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

In recent decades, invasive fungal infections (IFI) have shown a significant increase, especially 

due to the higher incidence of cases linked to co-infection associated with other pathologies, 

where species of the genus Candida represent one of the most common causes of IFI in humans. 

Among the antifungals approved for the treatment of IFIs, amphotericin B (AmB) stands out, 

as it is of a broad spectrum. However, its clinical use has been limited due to its side effects, 

the most serious of specially nephrotoxicity. In addition, AmB has low solubility, permeability 

in biological membranes and stability in the gastric environment, which makes it impossible to 

be administered orally. Thus, the objective of this work was to develop a nanoemulsion based 

on oleic acid for carrying AnB, in order to expand its physical-chemical and biological 

characteristics. The nanoemulsion (NM) is composed of an oil phase (oleic acid and polysorbate 

80) and an aqueous phase (water and lecithin), being obtained by the high shear homogenization 

method. Parameters such as: type and concentration of the surfactante and proportion of oil 

phase: aqueous phase were optimized. NM was characterized in terms of mean diameter, 

polydispersity index, zeta potential, morphology, in vitro release (gastrointestinal fluids and 

physiological pH), stability and antifungal activity. The nanoemulsion containing amphotericin 

B (NM-AmB), had an average diameter of 250,0±15,0nm, a polydispersion index of 

0,180±0,020 and a zeta potential of -27,3±1,5mV. The kinetic profile of AmB released from 

NM-AmB was characterized according to the Higuchi model. The release in the gastrointestinal 

fluids demonstrated that NM-AmB presents stability in the simulated gastric fluid obtaining 

percentages of AmB release of 11,2% (pH 1,2). In the simulated intestinal fluid, AmB presented 

a release rate corresponding to 52,0% (pH 6,8) in 6 hours, demonstrating that the basic pH 

increases the release of AmB contained in NM. The total percentage of release in PBS buffer 

during the 96 hours of the experiment was 14,5%, which suggests stability in this type of 

receptor medium. In addition, NM-AmB showed high antifungal action against studied strains 

(C. albicans 0546 VITROIDSTM, C. albicans clinic, C. glabrata clinic, C. tropicalis clinic and 

C. Krusei). Therefore, based on the results obtained, it can be said that the nanoemulsion 

formulation containing Amphotericin B is a promising candidate as a carrier system for AmB. 

 

Keywords: Amphotericin B. Nanoemulsion. Antifungal. Oleic acid. Polysorbate 80. 
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1 INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

Historicamente, a anfotericina B (AnB) é considerada "padrão ouro" dentre os 

antifúngicos, principalmente devido a seu amplo espectro de ação que inclui atividade 

antiparasitária, sendo utilizada no tratamento de doenças como a leishmaniose (NETT & 

ANDES, 2016; ELLIS, 2002; LANIADO & CABRALES, 2009). Pertence a classe dos 

polienos com forte propriedade anfotérica fato este, que levou a origem de seu nome. É obtida 

através da extração da cultura bacteriana de Streptomyces nodosus e subsiste na forma de 

anfotericina A, que apesar de ser quimicamente semelhante à conformação B, apresenta baixa 

atividade biológica (DUTCHER, 1968; SERRANO et al., 2013).  

A AnB possui forte ação fungicida e fungistática, sendo potencializada de acordo com 

a concentração utilizada, a suscetibilidade fúngica e o pH, sendo que em pH 6,0-7,5 atinge sua 

máxima ação antifúngica (SERRANO et al., 2013; CUDDIHY et al., 2019; TORRADO & 

ESPADA, 2008). Apesar da alta eficiência no controle fúngico, sua administração é limitada 

por fatores relacionados a toxicidade. Os principais efeitos secundários causados pelo uso da 

AnB são: nefrotoxicidade, náuseas, vômitos, calafrios, febre, hipertensão/hipotensão e hipóxia 

(STONE et al., 2016; LEMKE; KIDERLEN; KAYSER, 2005). Somado a isso, outras 

características como, baixa permeabilidade celular, baixa solubilidade em água e em pH 

fisiológico (<1,0mg/L), instabilidade em meio ácido, sensibilidade à luz e a temperatura 

inviabilizam seu uso (TORRADO & ESPADA, 2008; LEMKE, KIDERLEN, KAYSER, 2005; 

SERRANO et al., 2013). 

Na década de 90, a fim de tentar driblar essas barreiras farmacológicas, foram 

desenvolvidas novas formulações utilizando tensoativos e lipídicos específicos. Algumas 

formulações como, Fungizone®, AmBisome®, Abelcet® e Amphotec® estão disponíveis até 

os dias hoje (TORRADO & ESPADA, 2008). Sendo o Fungizone®, a formulação mais 

difundida para uso medicinal que apesar dos esforços empregados em seu desenvolvimento, 

continuou causando efeitos colaterais graves incluindo distúrbios renais (TORRADO & 

ESPADA, 2008; LEMKE, KIDERLEN, KAYSER, 2005). Apesar das novas formulações 

continuarem apresentando efeitos indesejáveis, a nanotecnologia ainda é um caminho 

interessante a ser seguido, pois utilizando-se dessa tecnologia as formulações apresentaram 

melhora na eficácia de distribuição da AnB (ELLIS, 2002). 

Dessa forma, a nanotecnologia é usada de maneira estratégica para a solução de 

problemas relacionados a farmacocinética e a farmacodinâmica de compostos ativos, 

proporcionando direcionamento ao tecido-alvo, modulando o perfil de liberação e aumentando 
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seu tempo de meia-vida (CUDDIHY et al., 2019; TORRADO & ESPADA, 2008).  Além disso, 

o uso de nanocarreadores pode ser atrelado a formulações de administração via oral, ocular, 

nasal, tópica e injetável (LIU et al., 2010; SEJU; KUMAR; SAWANT, 2011).  

Dentre os tipos de sistemas nanoestruturados disponíveis no mercado, as nanoemulsões 

(NM’s) se destacam pela facilidade em sua obtenção e escalonagem (LIU & LIU, 1995; MAIA 

et al., 2000; BATTAGLIA & GALLARATE, 2012). As NM’s possuem diâmetro <500nm e 

são compostas por uma fase aquosa e outra oleosa. A fase oleosa é composta de lipídios sendo 

estabilizada por tensoativos e, caso necessário, de um co-tensoativo. (LIU & LIU, 1995; 

BATTAGLIA & GALLARATE, 2012; JAISWAL; DUDHE; SHARMA, 2015; MASON et. 

al.; 2006; ABOOFAZELI, 2010). 

De forma geral, a escolha e a concentração do tensoativo e do co-tensoativo bem como 

do lipídio que será utilizado para a preparação das NM’s, dependem de vários fatores como: 

via de administração, finalidade e tipo de formulação. Várias substâncias macromoleculares, 

são utilizadas na preparação das nanoemulsões, opta-se então, por aquelas que melhor atendem 

as características de biocompatibilidade e biodegradabilidade (CELANO, 2008; VAN-

HOOGEVEST, WENDEL, 2014). 

2 REVISÃO DE LITERATURA  

2.1 Infecções Fúngicas Invasivas  

Nos últimos anos, as infeções fúngicas invasivas (IFI) tornaram-se cada vez mais 

frequentes, estimasse que mais de 3,8 milhões de indivíduos sofrerão de alguma infecção 

fúngica séria nos próximos anos (FIOCRUZ, 2019). Os principais afetados são pacientes 

imunocomprometidos de unidades de terapia intensiva (UTIs) porém, esse cenário vem sendo 

alterado, onde o número e a heterogeneidade de pacientes suscetíveis às IFI vem crescendo 

principalmente devido a coinfecção associada a outras patologias (KONTOYIANNIS et. al., 

2010; FIOCRUZ, 2019). Fatores como a dificuldade no diagnóstico e uso de antibióticos de 

amplo espectro que corroboram com o surgimento de espécies resistentes, estão associados no 

aumento das IFI (VON LILIENFELD-TOAL et al.; 2019; MAERTENS, 2019). 

Esse cenário vem de encontro com uma preocupação atual, a pandemia. Estudos 

apontam que houve o aumento de coinfecção adquirida em pacientes com diagnóstico positivo 

para a COVID-19 (RAWSON, et. al., 2020; LANSBURY L, LIM B, BASKARAN V, LIM, 

2020; GARCIA-VIDAL et. al., 2021,). Dentre os fungos mais associados as IFI estão as 

espécies do gênero cândida, um microrganismo presente na microbiota humana (BOUZA; 
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MUÑOZ, 2008; SILVA et. al., 2012; WILLIAMS et. al., 2011). Dentre as espécies de cândida 

consideradas patogênicas, destacam-se a C. albicans, seguida por, C. parapsilosis, C. glabrata 

e C. tropicalis (HAJJEH et. al., 2004; WILLIAMS et. al., 2011; PFALLER & DIEKEMA, 

2007). 

As IFI são estudadas em todo o mundo, e demostram altas taxas de mortalidade gerando 

um aumento nos custos de assistência ao paciente durante a hospitalização (ZAOUTIS et. al., 

2005; BASSETTI et. al., 2013; RAWSON et. al.,2020; LANSBURY L, LIM B, BASKARAN 

V, LIM, 2020; GARCIA-VIDAL et. al., 2021). Segundo o Ministério da Saúde (MS) em 2017, 

houve 390 mil casos de aspergilose alérgica bronco-pulmonar; quase 600 mil casos de asma 

severa afetada por fungos (principalmente Aspergillus sp); 28 mil casos de candidemia, causada 

pela presença de fungos do gênero Candida e 6,8 mil casos de meningite por Cryptococcus. O 

custo estimado por paciente com uma micose disseminada, durante todo o tratamento, pode 

superar 250 mil reais por paciente, sendo a quinta causa de mortalidade no mundo (FIOCRUZ, 

2019). 

Quatro classes de fármacos antifúngicos são disponibilizados para o tratamento das 

infecções antifúngicas invasivas: polienos, azóis, equinocandinas e o análogo nucleosídico de 

flucitosina (SUBIRA` et al., 2004). Sendo os azóis, a classe mais recomendada como 

tratamento de primeira linha para aspergilose invasiva (TISSOT et. al., 2013). Contudo, a AnB 

lipossomal a 3,0mg/kg é a alternativa recomendada para terapia primária em casos onde os 

azóis proporcionem intolerância, interações medicamentosas ou resistência documentada 

(RESENDIZ SHARPE et. al., 2018). Atualmente, as formulações à base de lipídios de AmB 

(em doses de 5,0–10,0mg/kg) por via oral, são a terapia de primeira linha de escolha (TISSOT 

et. al., 2013; CORNELY et. al., 2018).  

2.2 Anfotericina B (AnB) 

A AnB é classificada como um antibiótico antifúngico natural, constituída por 37 

átomos de carbono dispostos em série que formam o anel macrocíclico. Sua estrutura é 

composta de cadeias de duplas ligações conjugadas proporcionando apolaridade a molécula. 

Em sua porção oposta, há a presença da cadeia poli-hidroxilada com sete grupos hidroxilas 

livres. Em uma das extremidades encontra-se um grupo carboxila e um resíduo de lactona com 

um grupo amino livre, o que lhe confere forte ação anfotérica, fato esse, que deu origem ao seu 

nome. Estes dois grupos na mesma extremidade, fornecem a AnB uma característica 

denominada ‘zwitteriônica’ que constitui a chamada cabeça polar. A representação esquemática 
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da estrutura química da molécula da AnB pode ser visualizada na Figura 1 (ADAMS & KWON, 

2003; GRUSZECKI et. al., 2009; GAGOŚ et. al., 2008; CATALÁN & MONTEJO, 2006). 

Figura 1. Estrutura química da AnB. 

 

Fonte: do Autor, 2021. Adaptação em ADC/ChemSketch FREEWARE. 

Sua obtenção ocorre pela extração da cultura bacteriana de Streptomyces nodosus. A 

primeira cepa foi identificada por volta de 1950, onde os extratos foram analisados e avaliados, 

demostrando forte ação antifúngica (LEMKE; KIDERLEN; KAYSER, 2005). A AnB, subsiste 

na forma de anfotericina A, que apesar de ser quimicamente semelhante à conformação B, 

apresenta baixa atividade biológica (SERRANO et. al., 2013; DUTCHER, 1968; TORRADO 

et. al., 2008 GARCÊS et. al., 2018).  

Além de seu amplo espectro contra a ação fúngica, a AnB também possui atividade 

antiprotozoária, sendo utilizada no tratamento de doenças sistémicas fúngicas (Aspergilose, 

Blastomicose, Candidíase disseminada, criptococose, Histoplasmose, Mucormicose) e 

parasitárias contra Leishmania visceral e cutânea causadas pelo protozoário do gênero 

Leishmania.  

A relação risco-benefício deve ser avaliada quando à presença de disfunção renal ou 

hepática, além de ser necessário a análise de suscetibilidade pois apesar da AnB ser de amplo 

espectro alguns fungos possuem resistência ao seu uso (Scedosporium apiospermum; 

Scedosporium prolificans; Trichosporum spp.; Candida lusitaniae; Fusarium spp; Malassezia 

furfur) (DUTCHER, 1968; VON LILIENFELD-TOAL et. al.; 2019; MAERTENS, 2019). 

2.2.1 Características físico-químicas, efeitos colaterais e toxicológicos ligados à AnB 

A AnB possui duas características físico-químicas principais, a anfifílica e a anfotérica 

(TORRADO et. al., 2008). Essas características em conjunto com a presença dos grupos 

hidrofílicos e hidrofóbicos, faz com que a AnB tenha uma baixa solubilidade em solventes 
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aquosos e orgânicos (TORRADO et. al., 2008). Em solução ácida (pH 2,0) e básica (pH 11,0) 

sua solubilidade aumenta significativamente, porém, nestas condições, a AnB torna-se instável. 

Sendo assim, a solubilidade da AnB torna-se expressiva apenas em dimetilsufóxido (DMSO-

30-40,0mg/mL) e em dimetilformamida (DMF-2-4,0mg/mL) (CUDDIHY et al., 2019; 

SIGMA-ALDRICH).  

A AnB tende a auto organizar-se pela interação entre as cadeias vizinhas do polieno, 

formando agregados moleculares, o que auxilia para elevar sua toxicidade (MILHAUD et. al., 

2002; TORRADO et. al., 2008). Em concentrações mais elevadas, sua tendência a formação de 

oligômeros, porém em baixas concentrações (<0,1mg/mL) a AnB, geralmente apresenta-se na 

forma monomérica, sendo essa sua configuração menos tóxica (TORRADO et. al., 2008; 

BOLARD et. al., 1991; LEGRAND et. al., 1992).  

O tempo de meia-vida da AmB é de 24 a 48 horas, onde após as primeiras 24 horas, 

grande parte do fármaco é acumulada em órgãos, especialmente o fígado e rim. Apenas 5% do 

fármaco é metabolizado pelo organismo, o restante é excretado através da bile e fezes 

(GOLENSER & DOMB, 2006). O grau de toxicidade relacionada ao rim está correlacionado 

com a dose diária ou cumulativa de AnB (MOREAU et. al., 1992). Os principais efeitos 

colaterais causados pelo uso da AnB podem ser divididos em agudos (náusea, vômito, calafrio, 

febre e hipertensão-hipotensão) e subagudos (nefrotoxicidade que pode gerar hipocalemia e/ou 

hipomagnesemia) (STONE et. al., 2016; LEMKE; KIDERLEN; KAYSER, 2005). 

Segundo o sistema de classificação biofarmacêutico, a AnB pertence à classe IV o que 

a caracteriza com baixa solubilidade e baixa permeabilidade em membranas ambas as 

características, associadas a baixa estabilidade da AnB em pH ácido, são os principais fatores 

que corroboram pela escolha da administrada via tópica ou via intravenosa (AMIDON et. al., 

1995; TRAGIANNIDIS et. al., 2013; GERSHKOVICH et. al., 2009).  

Tudo isso somado aos altos índices de toxicidade da AnB faz com que com as pesquisas 

atuais estejam focadas no desenvolvimento de formulações orais seguras para melhorar sua 

farmacocinética, sua farmacodinâmica e como consequência sua biodisponibilidade (AL-

QUADEIB et. al., 2014; WASAN et. al., 2009). Esse tipo de sistema de carreamento surge 

mediante o desenvolvimento de novas formulações que envolvem a liberação controlada de 

fármacos, tais como lipossomas, formulações lipídicas e dispersões coloidais (SCHMITT, 

1993; SALAMA & ROTSTEIN, 1997).  
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2.2.2 Ação antifúngica da AnB 

A ação antifúngica da AnB está correlacionada com a influência que sua estrutura 

molecular tem sob o ergosterol presente na membrana plasmática fúngica baseando-se em uma 

ligação hidrofóbica (BRAJTBURG & BOLARD, 1996). Essa ligação proporciona a AnB a 

capacidade de formar canais transmembranas, que desencadeia a despolarização da membrana 

plasmática, aumenta sua permeabilidade e permite o escape de metabólitos. Essa reação em 

cadeia gera alterações do equilíbrio iônico e subsequentemente leva a apoptose celular fúngica 

(BRAJTBURG & BOLARD, 1996; BARWICZ & TANCRÈDE, 1997; ROBINSON & 

NAHATA, 1999).  

A seletividade da AnB pelo ergosterol pode ser explicada pela conformação de sua 

estrutura, onde o ergosterol se mantém cilíndrico proporcionando ligações em todas as porções 

hidrofóbicas da molécula de AnB (ODDS; BROWN; GOW, 2003). Essa afinidade de ligação 

é potencializada quando a AnB está em baixas concentrações, principalmente em sua forma 

monomérica e menos tóxica (TORRADO et. al., 2008; BARWICZ & TANCRÈDE, 1997).  

Contudo, a AnB também possui capacidade de ligação com o colesterol (presente nas 

membranas celulares de mamíferos), mesmo sendo em menor proporção, esta ligação é capaz 

de proporcionar efeitos tóxicos. Esse fato está atrelado a alta concentração de AnB e a formação 

de agregados o que de todo modo é indesejado (BARWICZ & TANCRÈDE, 1997; 

DESHPANDE et. al., 2010).  

2.3 Nanociência e Nanotecnologia Farmacêutica 

A nanociência é o estudo dos compostos, sistemas e dispositivos em escala nanométrica 

(<1000nm), sua aplicabilidade é realizada por meio da nanotecnologia que tem como enfoque 

a alteração desses materiais. Sendo amplamente difundida, a nanotecnologia, possui 

aplicabilidade em inúmeras áreas do conhecimento (MANSOORI, FAUZI SOELAIMAN, 

2005; GNACH et. al., 2015).  Segundo a National Nanotechnology Initiative (NNI) trata-se de 

uma ciência que possui a possibilidade de ampliar a perspectiva de campos da física, biologia, 

química, engenharia e a medicina (National Nanotechnology Initiative (NNI)).  

Em 2004, Xu e colaboradores obtiveram o primeiro nanomaterial, com diâmetro na 

faixa dos 10 nm, denominado como ‘pontos de carbono’ (XU et. al., 2004). A partir dessa 

descoberta algumas vantagens começaram a ser atreladas a nanotecnologia e aos nanomaterias. 

Algumas dessas vantagens são: caráter benigno, baixo custo de mercado, baixa toxicidade, e 
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biocompatibilidade (BAKER & BAKER, 2010; ESTEVES DA SILVA & GONÇALVES, 

2011; YANG et. al., 2009 (a); YANG et. al., 2009 (b); CAO et al., 2007). 

Relacionado a área médica e ao campo da saúde, a nanotecnologia vem desempenhando 

grandes avanços no que diz respeito ao diagnóstico e no tratamento de doenças (KINNEAR et. 

al., 2017; WEISSIG, PETTINGER, MURDOCK, 2014). Nesse sentido, a nanotecnologia traz 

como objetivo a entrega de compostos ativos utilizando-se das nanopartículas (NP’s). NP’s são 

sistemas de carreamento em escala nanométrica que por meio da nanotecnologia podem ser 

configuradas para diversas atividades biológicas (antifúngica, antitumoral, antioxidante) e para 

uma variedade de vias de administração - oral, injetável, nasal e tópica (LIU et al.,2010; SEJU, 

KUMAR, SAWANT, 2011). 

Utilizando-se desse tipo de sistema, pode ser possível alcançar: melhora na entrega de 

compostos insolúveis em água; entrega direcionada de fármacos de maneira específica a célula 

ou tecido-alvo; transporte através de barreiras epiteliais e endoteliais rígidas; entrega de 

macromoléculas; entrega conjunta de dois ou mais fármacos e/ou modalidade terapêutica para 

terapia combinada; possibilita a visualização na distribuição de drogas combinando agentes 

terapêuticos com modalidades de imagem; melhora nas características físico-químicas de 

compostos ativos (ALLHOFF, 2007; YANG et. al., 2009 (a)). 

2.4 Microemulsão e Nanoemulsão 

A International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) define a microemulsão 

como sendo uma dispersão composta de água, óleo e tensoativo(s). É um sistema isotrópico 

com diâmetro variando entre 1 a 100nm, geralmente presente entre 10 a 50nm (BARKAT & 

NAVED, 2011; SINGH, KATARIA, BILANDI, 2012; MEHTA, 2008). Existem três teorias 

acerca de tentar explicar a formação das microemulsões: Teoria Interfacial - tensoativo e co-

tensoativo, formam um filme complexo na interface óleo-água formação a microemulsão 

(KUMAR & MITTAL, 1999; TANG, SUN, HE, 2007); Teoria da Solubilização - sistema 

micelar é formado onde o óleo é solubilizado devido à formação de micelas (TALEGAONKAR 

et. al., 2008; MIN, 1996) e Teoria termodinâmica – a tensão interfacial se reduz a zero, 

causando a formação espontânea de microemulsões e a energia negativa formada ajuda a tornar 

a emulsão termodinamicamente estável (TENJARLA, 1999; LAWRENCE & REES, 2000; 

VANDAMME, 2002).  

A NM, assim como a microemulsão é uma mistura de dois líquidos imiscíveis, sendo 

um dos líquidos (a fase interna ou dispersa) encontra-se no interior do outro líquido (fase 

externa ou contínua) e cineticamente estáveis (FLANAGAN & SINGH, 2006; TADROS et. al., 
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2004; MCCLEMENTS, 2015). Isso ocorre principalmente devido ao seu diâmetro nanométrico 

presente em <500nm (FLORENCE & SIEPMANN, 2009; MASON et. al.; 2006). Sem que haja 

a presença de um tensoativo esse sistema torna-se altamente instável à coalescência. Portanto, 

uma NM é geralmente preparada como: óleo, água, tensoativo e possivelmente um co-

tensoativo (ALLEN, 2005; FLORENCE & SIEPMANN, 2009).  

NM’s são uma forma farmacêutica indicada para o carreamento de compostos lipofílicos 

pra administração via oral, pois tendem a aumentar a biodisponibilidade. Além disso, possuem 

capacidade de revestimento fornecendo uma plataforma de proteção contra enzimas 

hidrofílicas, variação de pH e contra condições ambientais (ABOOFAZELI, 2010; JAISWAL, 

DUDHE, SHARMA, 2015). São uma opção para a incorporação de medicamentos com 

tendência à degradação e que possuem problemas de estabilidade, fenômenos como: floculação, 

coalescência e sedimentação raramente observados em NM’s (KALE & DEORE, 2017). 

A principal diferença entre esses dois sistemas é a estabilidade termodinâmica: NM’s 

são termodinamicamente instáveis, enquanto microemulsões são termodinamicamente estáveis. 

Os tipos de NM encontrados são tipo óleo em água (o/a), água em óleo (a/o), figura 2, ou ainda 

ser sistemas múltiplos, (óleo-em-água-em-óleo (o/a/o) e água-em-óleo-em-água (a/o/a)) (ALI, 

2017). 

Figura 2. Representação esquemática de um sistema de NM Óleo em Água (O/A), Água em Óleo (A/O); Óleo-

em-água-em-óleo (O/A/O) e Água-em-óleo-em-água (A/O/A). 

 

Fonte: do Autor, 2021. BioRender.com. 
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Estão disponíveis na literatura diversos métodos de obtenção de NM, dependendo das 

características físico-químicas do fármaco é possível escolher o melhor método de preparação 

ou ainda, unir dois ou mais métodos. Entre as metodologias mais utilizadas temos (a) Método 

de emulsificação de alta energia; (b) Emulsificação de baixa energia; (c) Homogeneização de 

alta pressão; (d) Microfluidização; (e) Ultrassonicação; (f) Método de inversão de fase; (g) 

Emulsificação Espontânea; (h) Técnica de Evaporação de Solvente; e (i) homogeneização de 

alto cisalhamento (CHARU, LOVELY, KUNAL; 2018). Neste trabalho, o método utilizado 

para obtenção das NM foi o de homogeneização de alto cisalhamento. 

2.5 Ácido Oleico 

O ácido oleico é um ácido graxo de cadeia longa com uma insaturação entre os carbonos 

(GALÁN-ARRIERO et. al., 2017). Apresenta atividade anti-inflamatória e possui facilidade 

para incorporação em nanoformulações por aumentar a emulsificação de partículas, realizando 

o aprisionamento de compostos e oferecendo biocompatibilidade. Sendo dessa forma, um 

candidato para a implementação no desenvolvimento de nanopartículas (LIN et. al., 2019). 

Também chamado de Ômega 9, o ácido oleico, é amplamente utilizado em cremes e emulsões 

cosméticas pelas suas propriedades emolientes e hidratantes, além de ser uma fonte de energia, 

desempenha papel metabólico e estrutural (KUMAR & SHARMA 2020).  

2.6 Lecitina 

A lecitina é um tensoativo natural, não-tóxico, amplamente utilizado na indústria 

alimentícia, seguro com baixo custo de mercado (MICHAL, EWA, TOMASZ, 2015; DAI et. 

al., 2016). Na área farmacêutica, vem sendo utilizada como estabilizante, principalmente 

devido ao fato de apresentar características como biocompatibilidade e anfifílicidade, que 

impedem o acontecimento de fenômenos como agregação, floculação e precipitação (LI et. al., 

2015; CHEN et. al., 2016; SAPORITO et. al., 2017).  

A lecitina possui em sua estrutura a presença de fosfolípidos (fosfatidilcolina, o 

fosfatidilinositol, o fosfatidiletanolamina). Isso faz com que, ela seja bem tolerada pelo 

organismo apresentando alta taxa de metabolização e ajudando na fluidez da membrana celular. 

Além disso, facilita a absorção e a solubilidade de moléculas hidrofílicas e hidrofóbicas e, 

proporciona efeitos positivos na regulação dos níveis de colesterol e triglicerídeos no sangue 

(BROOK, LINN, AVIRAM, 1986; SPILBURG et. al, 2003; HAFNER et. al., 2011; JIN et. al., 
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2013; CHEN et. al., 2016). Tudo isso, faz da lecitina uma substância promissora para o preparo 

de NM. 

2.7 Polissorbato 80 / Tween 80 

O Polissorbato 80, também conhecido como Tween 80 é um líquido oleoso de coloração 

amarela, com viscosidade em torno de 400 centipoise (cP) e densidade de aproximadamente 

1,08. É derivado da mistura de oleatos do sorbitol e seus anidridos com óxido de etileno 

(ANVISA, 2019). Com relação a seus efeitos secundários, pode ser considerado como um 

alérgeno tipo IV (mediada por células ou hipersensibilidade tardia), porém não há muitos 

estudos relacionados a isso, sabendo-se apenas que é considerado um veículo inerte indutor de 

reação não imunológica grave (COORS et. al., 2005; RYCROFT, MENNE´, FROSCH ,1995). 

O Tween80 é amplamente utilizado tanto na indústria alimentícia, quanto na 

farmacêutica com a finalidade de aumentar a estabilidade de compostos, melhorando a 

qualidade final de produtos (COORS et. al., 2005). Sua categoria como substância química é 

definida como tensoativo, usado na homogeneização de soluções, por apresentar propriedades 

estabilizantes, emulsificantes e umectantes. Essas características estão relacionadas ao seu 

coeficiente de partição (logP) (ALVAREZ-NÚÑEZ & YALKOWSKY; 2000). 

3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral  

Desenvolver e caracterizar uma NM contendo AnB por homogeneização de alto 

cisalhamento a fim de aumentar a solubilidade da molécula melhorando suas características 

físico-químicas. Avaliar atividade biológica específica frente a cepas fúngicas. 

3.2 Objetivos Específicos 

• Caracterizar a NM de acordo com os parâmetros físico-químicos (diâmetro médio, 

índice de polidispersão e potencial zeta); 

• Determinar a estabilidade; 

• Avaliar morfológica da NM; 

• Realizar testes de liberação em fluídos gastrointestinal e em meio receptor (tampão PBS 

50mM, pH 7,4), e  

• Avaliar ação antifúngica da NM. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS   

4.1 Reagentes e Solventes 

• Acetronitrila (ACN) grau HPLC (LioChrosolv®); 

• Ácido Acético (CH3COOH) (Vetec®); 

• Ácido clorídrico (HCl) (Biotec®); 

• Ácido Oleico (Synth®) 

• Ácido 3-(N-morfolino) propanosulfônico (MOPS) (Sigma-Aldrich®) 

• Ágar sabouroaud dextrose (Fluka Analytical®) 

• Água Ultrapura 18 mΩ (Sistema integral Millipore Milli-Q); 

• Anfotericina B Streptomyces sp ̴80 % por CLAE (Sigma- Aldrich®); 

• Cloreto de potássio (KCl) (Biotec®); 

• Cloreto de sódio (NaCl) (Biotec®); 

• Dimetilsufóxido (DMSO) (Química moderna®); 

• Dodecil sulfato de sódio (DSS) 

• Fosfato de sódio dibásico P.A (Biotec ®); 

• Fosfato de sódio monobásico anhidro P.A (Biotec ®); 

• Glicose anidra (Biotec®); 

• L-α-fosfatidilcolina (Lecitina) (Sigma-Aldrich®); 

• L- Glutamina (Sigma-Aldrich®); 

• Metanol (MEOH) grau HPLC (LioChrosolv®); 

• Pancreatina (Sigma-Aldrich®);  

• Pepsina (Sigma-Aldrich®); 

• RPMI 1360 (Sigma-Aldrich®) 

• Tween 80-Polysorbato 80 (Sigma-Aldrich®). 

4.2 Equipamentos e Acessórios  

• Autoclave vertical AV Plus (Phoenix®) 

• Balança analítica-M214 (Tecnal®); 

• Câmara de fluxo laminar Bio Seg 09 (Veco®); 

• Cromatógrafo Líquido de Alta Eficiência (CLAE) (Waters® 2695 Alliance com 

detector de Arranjo de Diodo DAD 2998); 

• Coluna C18 fase reversa (4,6 mm x 250 mm; 5 μm) (Vertical®); 
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• Destilador de água (Cristófoli®); 

• Desruptor de Célula Ultrassônico, modelo DES500® 

• Espectrofotômetro UV-Vis (Jasco®); 

• Equipamento de espalhamento dinâmico de luz (Light Scattering- Brookhaven® 90 

Plus); 

• Equipamento para análise do potencial z (ZetaSizer ZS, Malvern®); 

• Incubadora com agitação orbital tipo Shaker Q816M22 (Quimis®); 

• Membranas filtrantes de acetato de celulose de 0,22 µm e PTFE 0,45 μm (Millipore®); 

• Microscópio de varredura eletrônico com emissão de campo (MEV-FEG)- MIRA3 LM, 

(Tescan®); 

• Micropipetas (Labmate®); 

• Placa de agitação magnética (Biomixer, 78 HW-I®); 

• Refrigerador (Continental®); 

• Sistema de ultrapurificação de água MilliQ Gradiente Millipore®; 

• Ultracentrifuga refrigerada Z 36HK1 (Hermle®). 

5 METODOLOGIA 

5.1  Padronização dos Parâmetros Analíticos por Cromatografia Líquida de Alta 

Eficiência (CLAE) para Quantificação da AnB nas NM-AnB 

A quantificação da AnB foi realizada por cromatografia líquida de alta eficiência 

(CLAE) de acordo com a metodologia desenvolvida e validada pelo grupo de pesquisa do 

laboratório de Nanotecnologia farmacêutica da Unicentro (VÁSQUEZ MARCANO et. al., 

2018) considerando os parâmetros pré-estabelecidos (ICH, 2005) sob as condições 

cromatográficas apresentadas na Tabela 1.  

Tabela 1. Condições cromatográficas para quantificação da AnB na NM. 

Fase móvel (V/V) (70:30) ACN:CH3COOH 0,5% 

Fluxo (mL/min) 0,9 

Volume de injeção (µL) 10,0 

Comprimento de onda (nm) 408 

Temperatura Da coluna e da amostra (ºC) 25 

Tempo da corrida (min) 4 
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Os parâmetros avaliados foram: linearidade, especificidade, limite de detecção (LD) e 

limite de quantificação (LQ). Onde LQ corresponde a menor quantidade do composto presente 

na amostra que pode ser determinado com precisão e exatidão e LD é a menor quantidade do 

composto presente na amostra que poder ser detectado, mas, não necessariamente quantificado 

(ICH, 2005). Para se obter os valores de LD e LQ, as equações 1 e 2 foram utilizadas em 

conjunto com os dados obtidos da curva analítica construída com base na quantificação das 

amostras de AnB.  

𝐿𝐷 = (3,3 × 𝜎)/𝑏    (𝑬𝒒 𝟏) 

𝐿𝑄 = (10 × 𝜎)/𝑏    (𝑬𝒒 𝟐) 

Onde, σ corresponde ao desvio padrão médio do intercepto com o eixo y e, b a 

inclinação da curva analítica. 

5.2 Nanoemulsão contendo Anfotericina B (NM-AnB) 

5.2.1 Determinação da Solubilidade da AnB em óleos 

A solubilidade da AnB foi testada em ácido oleico, ácido caprílico, óleo de girassol e 

azeite de oliva, a mesma foi avaliada pela adição da quantidade em excesso do fármaco em cada 

óleo. A mistura foi agitada à temperatura ambiente durante 24 horas, após isso foi centrifugada 

por 15 minutos a 14.000 rpm. O excesso do fármaco foi removido e o sobrenadante resultante 

da centrifugação, foi filtrado e a solubilidade foi estimada pelo método de CLAE acima 

mencionado (QADIR et al., 2016; SHAFIQ-UN-NABI et. al.;2007). 

5.2.2 Desenvolvimento da formulação da NM-AnB 

As NM-AnB foram preparadas a partir da metodologia de com homogeneizador de alto 

cisalhamento (AULTON, 2007; REMINGTON & BERINGER, 2006) com algumas 

modificações. 

Primeiramente, 10,0mg de AnB foram adicionados na fase oleosa (FO) composta por 

0,7mL de ácido oleico em conjunto com 1,3mL de Polissorbato 80. Essa solução foi mantida 

sob agitação magnética à 2500 rpm por 2 horas até que a AnB fosse solubilizada. Em paralelo 

a isso, a fase aquosa (FA) da NM foi preparada. A FA consiste em 8,0mL de uma solução 

aquosa de 0,25% de lecitina (m/v) que permaneceu em agitação magnética constante até que se 

observasse visualmente a solubilização da lecitina, o que ocorreu em cerca de 15 minutos. 

A FO resultante foi vertida na FA, sob agitação magnética à 2500 rpm, 25 ºC por mais 

2 horas. Após isso a NM foi retirada da placa de agitação e submetida a 3 ciclos de 30 segundos 
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em um gerador de ultrassom (Desruptor de Célula Ultrassônico, modelo DES500®) com 

intervalo de 30 segundos para cada ciclo. No final do processo a NM sofreu um processo de 

centrifugação (10.000 rpm à 25 ºC por 10 minutos) a fim de analisar a separação de fase (GUIA 

DE CONTROLE DE QUALIDADE DE PRODUTOS COSMÉTICO, 2008). 

 Figura 3. Obtenção da NM-AnB por homogeneização por alto cisalhamento. 

 

*Na etapa de centrifugação, a amostra foi centrifugada a 10.000 rpm à 25 ºC por 10 minutos.  

Fonte: do Autor, 2021. BioRender.com. 

O mesmo método foi realizado para a obtenção da NM-vazias (sem AnB). Ambos os 

procedimentos foram realizados em triplicatas. Para a realização dos ensaios de caracterização 

físico-químicas das NM, as amostras foram mantidas protegidas da luz em 2 condições, 

ambiente (25 ºC), e refrigerada (8 ºC±4). O esquema ilustrativo, elucida de forma simplificada 

a preparação na NM (Figura 3). 

5.3 Caracterização físico-química da NM 

5.3.1 Diâmetro Médio e Índice de Polidispersão (IP) 

Esses dois parâmetros foram avaliados através da técnica espectroscopia de correlação 

de fótons também chamada de Dynamic light scattering (DLS) onde, a luz de um laser acoplado 

ao equipamento incide na amostra e através de um detector registra a luz dispersada 

(STETEFELD et. al., 2016). O resultado é obtido com base na interferência resultante da 
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intensidade da luz através no ângulo nas flutuações das partículas dispersas causado pelo 

movimento Browniano (SCHARTL, 2007; BABICK et. al., 2012). 

Para estas análises, alíquotas da NM-AnB e da NM-vazia foram diluídas em água 

ultrapura (MilliQ®) na proporção (1:200 (v/v)). As leituras foram realizadas em triplicata, 

utilizando corridas de 3 minutos cada uma. A média final e o desvio padrão associados ao 

tamanho e índice de polidispersão foi calculado a partir da análise da triplicata (n=3). 

5.3.2 Potencial Zeta  

O Potencial zeta (Pz) foi determinado a partir da mobilidade eletroforética da NM. As 

amostras foram diluídas (1:200 (v/v)) em solução de KCl 1mM, a fim de manter a força iônica 

do meio, e adicionadas a uma célula eletroforética. As medidas foram realizadas em triplicata, 

calculando-se a média e o desvio padrão (n=3). 

5.3.3 Determinação da Estabilidade 

Para avaliar a estabilidade da NM, foram utilizados 3 lotes de NM contendo AnB os 

quais foram submetidos a 2 diferentes condições de armazenamento, sendo: temperatura 

ambiente e sob refrigeração (8 ºC ± 4) durante um período de 3 meses. A estabilidade da NM 

foi avaliada monitorando-se parâmetros como, tamanho de partícula, índice de polidispersão e 

Pz em intervalos de tempo pré-determinados (0, 1, 5, 15, 30, 60 e 90 dias). Os resultados das 

leituras obtidas em cada uma das condições de armazenamento descritas, foram analisadas e 

comparadas estatisticamente para um intervalo de confiança de 95% com pós-teste de Tukey. 

As diferenças foram consideradas estatisticamente significativas quando, p <0,05 (AULTON, 

2007; ANVISA, 2019). 

5.3.4 Avaliação Morfológica 

A morfologia da superfície da NM-AnB foi avaliada por um microscópio eletrônico de 

varredura com emissão de campo (MEV-FEG) em uma tensão de 15,00 Kv (quilovolt) de 

aceleração. Para esta análise, uma amostra diluída (1:200) da NM foi depositada em um suporte 

metálico (stubs), que após 24 horas de secagem em temperatura ambiente e ao abrigo da luz, 

foi metalizada com ouro coloidal sob vácuo. As micrografias foram realizadas com aumentos 

de 45 mil vezes. 



16 

 

5.4 Ensaios de Liberação in vitro 

5.4.1 Liberação em Fluído Gastrointestinal 

5.4.1.1 Estudo de Solubilidade da AnB nos Fluídos Gastrointestinais 

Para a realização desse ensaio, inicialmente foi avaliada a taxa de solubilidade da AnB 

nos fluídos simulados gástrico (FGS pH 1,2) e intestinal (FIS pH 6,8). Com o intuito de 

conduzir a análise sob condição sink, a fim de quantificar a concentração de NM-AnB 

necessária para realizar o experimento sem que houvesse saturação do meio durante o estudo. 

Desta forma, a concentração do fármaco utilizada para o ensaio de liberação não deveria 

exceder a faixa de 10,0% da sua solubilidade máxima (GIBALDI; FELDMAN, 1967; 

ANVISA, 2019).  

Os fluídos (FGS e FIS), com adição das enzimas, foram preparados seguindo protocolo 

proposto pela USP (USP 37-NF - VOLUME 2, 2014). O teste foi realizado em triplicata, em 

dois grupos. O primeiro grupo contendo o volume final de 3,0mL de FGS e o segundo contendo 

3,0mL de FIS, em ambos os grupos foram adicionados tensoativos com o propósito de melhorar 

a solubilidade da AnB. Os tensoativos avaliados foram o Polissorbato 80 a 5,0% (v/v) e o 

dodecil sulfato de sódio (DSS) também a 5,0% (m/v).  

Em cada um dos grupos foi adicionada AnB em excesso até que houvesse saturação do 

meio. Todas as amostras foram mantidas sob agitação em condições pré-determinadas (150 

rpm, a 37 °C durante 48 horas). Ao final desse tempo, as amostras sofreram um processo de 

centrifugação (15500 rpm durante 15 minutos, a 15 °C), foram filtradas (filtro de 0,22μm) e 

diluídas na fase móvel descrita no item 5.1. Por fim, a porção solúvel de AnB contida no 

sobrenadante dos meios simulados foi determinada pelo método analítico CLAE. 

5.4.1.2 Liberação da AnB contida na NM nos FGS e FIS 

O ensaio de liberação da NM-AnB foi realizado utilizando-se os meios FGS e FIS 

contendo o tensoativo previamente estabelecido no estudo de solubilidade (Dodecil sulfato de 

sódio (DSS 5,0 %)) (JAISWAL; GUPTA; KREUTER, 2004; ZU et. al., 2014). A liberação foi 

realizada seguindo protocolos anteriores do grupo de pesquisa do laboratório de 

Nanotecnologia farmacêutica da Unicentro (VÁSQUEZ MARCANO et. al., 2018) sob 

condição sink pela técnica de agitação em shaker com rotação orbital de 150 rpm a 37 ºC, após 

os intervalos de tempo requeridos sofreram processo de centrifugação (CASA et. al., 2014, 

ANVISA, 2019).  
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Para o experimento, 1,35mg de AnB presente na NM foi diluída em um volume total de 

5,0mL de FGS (pH 1,2) contendo 5,0% de DSS. As amostras foram incubadas sob agitação 

(150 rpm a 37 °C) e ao final de cada tempo (0.5; 1 e 2 horas) foram centri’fugadas (15500 rpm, 

25 °C e 15 minutos), o volume retirado foi guardado, para posterior análise, e reposto com 

fluído fresco a fim de sempre se manter o volume inicial constante. Após as 2 horas em meio 

FGS, este foi substituído pelo FIS (pH 6,8) contendo DSS 5,0% permanecendo assim, por mais 

4 horas. Em intervalos de tempos específicos (3,4,5 e 6 horas) e do mesmo modo que a etapa 

anterior, as amostras foram centrifugadas (15500 rpm, 25 °C e 15 minutos), o volume foi 

retirado, guardado e substituído por fluído fresco. 

Por fim, os sobrenadantes resultantes de cada intervalo de tempo foram filtrados (filtro 

de 0,22μm) e analisados pelo método CLAE com o intuito de quantificar a concentração de 

AnB liberada da NM durante a análise. Este estudo foi realizado em triplicata e o resultado foi 

expresso considerando o desvio padrão. 

5.4.2 Liberação em Tampão PBS 

5.4.2.1 Estudo de Solubilidade da AnB em Tampão PBS 

Com base no resultado obtido no ensaio de solubilidade da AnB nos fluídos contendo 

DSS 5,0% descrito no item 5.4.1.1, optou-se por usar o mesmo tensoativo, variando as 

concentrações (2,5 e 5,0%) para se estabelecer aquela que mais se adequava ao meio receptor 

(tampão PBS 50mM pH 7,4). Assim como no estudo anterior de solubilidade, este também foi 

realizado em triplicata contendo soluções saturadas de AnB em um volume final definido em 

3,0mL. Estas soluções foram mantidas sob agitação constante a 150 rpm, 37 ºC durante 48 

horas. Após esse período as amostras foram centrifugadas (15500 rpm, 15 ºC, 15 minutos), os 

sobrenadantes resultantes foram filtrados (filtro 0,22μm) e analisados por CLAE de acordo com 

o método descrito anteriormente. Os resultados foram expressos considerando o desvio padrão. 

5.4.2.2 Liberação da AnB contida na NM em Tampão PBS 

Este ensaio foi realizado em triplicada pelo método de agitação em shaker, com 

subsequente centrifugação, seguindo protocolo pré-determinado pelo grupo de pesquisa do 

laboratório de Nanotecnologia farmacêutica da Unicentro (VÁSQUEZ MARCANO et. al., 

2018; CASA et. al., 2014). Amostras contendo aproximadamente 3,0mg de AnB, encapsulada, 

foram diluídas em 4,5mL de solução tampão PBS (50mM, pH 7,4) contendo 5,0% DSS.  
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As dispersões foram incubadas (37°C e 150 rpm) e em tempos pré-determinados (0.5, 

1, 2, 4, 8, 12, 24, 48, 72 e 96h) as amostras foram centrifugadas (15500 rpm, 15 °C, 15 minutos), 

e os sobrenadantes resultantes foram coletados, filtrados (filtro 0,22 μm) e armazenados em 

freezer para subsequente análise por CLAE. Após a centrifugação em cada um dos tempos 

mencionados, o meio de liberação (tampão PBS 50 mM, pH 7,4) foi reposto e a amostra 

retornou à agitação. A quantidade cumulativa da AnB liberada da NM foi calculada de acordo 

com a equação 3 (ITALIA et. al., 2009). 

% 𝑐𝑢𝑚𝑢𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜 = 𝑄𝑙/𝑄𝑜 ×100 (Eq 3) 

Onde, Ql é a quantidade de AnB liberada das NM pelo tempo (t), e Qo, a quantidade 

inicial de AnB presente nas NM. 

5.4.3 Cinética e Mecanismo de Liberação  

A cinética e o mecanismo de liberação da AnB contida na NM, foram avaliados 

aplicando os modelos matemáticos de ordem zero, primeira ordem, segunda ordem, Higuchi e 

o modelo de Korsmeyer-Peppas por meio do software MicroMath Scientist®, conforme com 

as equações descritas na tabela 2. (RITGER & PEPPAS, 1987; JAIN & KUMAR, 2010). 

Tabela 2. Equações matemáticas para as cinéticas de liberação. 

Modelo Equação 

Ordem Zero 𝑄𝑟 = 𝑄0 + 𝑘𝑡 

Primeira Ordem 𝑙𝑛.𝑄𝑟 = 𝑙𝑛𝑄0 + 𝑘𝑡 

Segunda Ordem 𝑄𝑟 /𝑄0 = (𝑄𝑟 − 𝑄0 )𝐾𝑡 

Higuchi 𝑄𝑟 = 𝐾√𝑡 

Korsmeyer-Peppas 𝑄𝑟/ 𝑄0 = 𝑘𝑡n 

Onde:  

• Qr: quantidade de fármaco liberado no tempo (t); 

• Q0: quantidade inicial de fármaco; 

• k: constante de velocidade de liberação, e  

• n: expoente de liberação. 
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5.5 Avaliação Antifúngica  

A avaliação da atividade antifúngica da NM-AnB e NM-vazia foram realizadas 

conforme o protocolo estabelecido pelo documento M27-A2 do Clinical and Laboratory 

Standards Institute (CLSI, 2002) que se refere a determinação da concentração mínima 

inibitória de terapias antifúngicas frente as leveduras. As cepas utilizadas para o experimento 

foram C. albicans 0546 VITROIDSTM, C. albicans clínica, C. glabrata clínica, C. tropicalis 

clínica e C. krusei. 

Inicialmente as leveduras foram submetidas a dois processos de cultivo em Ágar 

Sabouraud Dextrose (ASD), a 36±2 °C por 24 horas antes do ensaio. O meio de cultura foi 

esterilizado por processo de autoclave e filtrado utilizando-se filtro 0,22µm com auxílio de 

bomba a vácuo.  

Ao final da fase inicial de preparação, após as 24 horas, o inóculo foi preparado sendo 

suspenso em solução salina estéril 0,85% de NaCl, padronizadas de acordo com a escala de 0,5 

McFarland. A densidade celular foi analisada em λ= 530 nm por espectrofotômetro, até que se 

obtivesse uma absorbância dentre 0,08 a 0,10. Seguidamente, foram feitas duas diluições 

sucessivas do inóculo 1:50 e 1:20 da suspensão-padrão com o meio RPMI-1640 para obtenção 

da concentração final de 1x103 a 5x103 UFC/mL (unidades formadoras de colônias por 

microlitro). Os inóculos foram adicionados à microplacas estéreis de 96 poços em conjunto 

com o meio de cultura RPMI-1640, sendo incubadas à 36±2 ºC por 24 horas. Ao final das 24 

horas, 100,0µL dessa solução contida na microplaca de cultivo, foram inoculados em placas de 

petri contendo ASD, por meio de estriamento com swab. Após esse processo as placas foram 

novamente incubadas por 24 horas em estufa a 36±2 ºC. 

Foram avaliadas as amostras de AnB (sigma-aldrich®), NM-AnB e NM-vazias nas 

concentrações finais de: 0,5; 1,0; 5,0 e 10,0µg/mL. Para padronização do experimento, o 

volume da NM-vazia foi estabelecido de acordo com a concentração de AnB presente na NM-

AnB (KHATIK et. al., 2014). Para o experimento também foram utilizados, controles: controle 

positivo de crescimento (meio RPMI-1640 e o inóculo), controle negativo de crescimento (meio 

RPMI-1640) e controle do solvente da AnB (DMSO). A contagem das Unidades Formadoras 

de Colônias (UFC) de cada placa de cultura foi realizada. Todas as análises foram realizadas 

em triplicata. 
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6 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

6.1 Padronização dos Parâmetros Analíticos por CLAE para Quantificação da AnB nas 

NM-AnB 

A quantificação da AnB foi realizada por CLAE, de acordo com a metodologia 

desenvolvida e validada pelo grupo de pesquisa do laboratório de Nanotecnologia farmacêutica 

da Unicentro (VÁSQUEZ MARCANO et. al., 2018), considerando os parâmetros pré-

estabelecidos (ICH, 2005), onde foram avaliados a linearidade, especificidade, limite de 

detecção (LD) e limite de quantificação (LQ) assim como descrito no item 5.1. 

Figura 4. Gráfico da área da curva analítica de AnB solubilizada em fase móvel (70:30) (ACN: água acidificada 

0,5 % CH3:COOH), fluxo 0,9 mL.min-1, cumprimento de onda λ= 408 nm, volume de injeção 10,0 μL (Área do 

pico vs concentração μg/mL(n=3). 

 

Fonte: do Autor, 2021, GraphPad Prism 

Pela curva analítica (Figura 4) observar-se que os dados obtidos a partir da análise da 

área resultante dos cromatogramas são diretamente proporcionais às concentrações avaliadas 

(1, 5, 10, 20, 30, 40 e 50μg/mL). Além disso, o coeficiente de correlação (r2) foi de 0,9995 (≤1) 

que segundo o ICH, indica linearidade do método analítico nas concentrações propostas. 

O limite de detecção (LD) e de quantificação (LQ) foram determinados com base nos 

valores retirados da curva analítica (Figura 4) com o auxílio das equações 1 e 2, sendo LD 

29,5μg/ mL e LQ 92,8μg/ mL. Resultados semelhantes foram obtidos por Vásquez Marcano e 

colaboradores onde em seus estudos demostraram LD de 31,2μg/mL, LQ de 94,7μg/mL e r2 de 

0,9997. 

Do mesmo modo, com base nos valores de LD, LQ e da curva analítica (Figura 4), foram 

analisadas as leituras do tampão PBS (50mM, pH 7,4) contendo 5,0% de DSS (Figura 5) e dos 

fluídos simulados gástrico (FGS) e intestinal (FIS) contendo 5,0% de DSS usados nos ensaios 



21 

 

de liberação in vitro, em conjunto com uma amostra padrão de AnB (Figura 6). Essa etapa 

torna-se importante uma vez que, todos esses meios estarão contidos nos sobrenadantes que 

serão analisados após a centrifugação, podendo vir a ser possíveis interferentes na quantificação 

da AnB.  

Figura 5. Cromatograma do tampão PBS 50 mM- 5,0 % de DSS diluído em fase móvel (70:30) (ACN: Água 

acidificada 0,5 % CH3COOH). 
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Fonte: do Autor, 2021, Orange Data. 

Figura 6. Cromatogramas dos meios e do padrão de AnB ug/mL. a) FGS contendo 5,0 % de DSS b) FIS 

contendo 5,0 % de DSS ambos diluídos em fase móvel (70:30) (ACN: Água acidificada 0,5 % CH3COOH) e, c) 

Padrão de AnB 5µg /mL. 
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Fonte: do Autor, 2021, Orange Data. 

A partir da comparação dos cromatogramas com o padrão de AnB (Figura 5 e 6), pode-

se sugerir que nenhum deles interferirá na determinação e na quantificação da AnB uma vez 

que os picos não possuem padrões semelhantes, demostrando assim a especificidade do método 

analítico para quantificação.  

6.2 Determinação da Solubilidade da AnB em óleos 

A solubilidade do medicamento na fase oleosa é um dos pré-requisitos principais para 

o desenvolvimento de uma NM estável (SHAFIQ-UN-NABI et. al.;2007). Como resultado da 

baixa solubilidade da AnB em meio aquoso, o teste de solubilidade do fármaco no componente 

oleoso torna-se necessário para o desenvolvimento da formulação.  

A análise da investigação da solubilidade em óleos foi realizada pela adição saturada de 

fármaco a cada 1,0 mL do óleo testado. A mistura foi agitada durante 24 horas. Como resultado, 

temos que solubilidade de AnB em ácido oleico foi de 0,70±0,10mg/mL fazendo deste óleo o 

mais promissor para a formulação da NM. O comparativo entre a solubilidades dos óleos 

testados pode ser observado na tabela 3. 

Tabela 3. Solubilidade da AnB em óleos. 

Óleos Concentração testada (mg/mL) Solubilidade (mg/mL) 

Ácido Oleico 1,00 0,70±0,10 

Ácido Caprílico, 1,00 0,48±0,15 

Óleo de Girassol 1,00 nd* 

Azeite de Oliva 1,00 nd* 

nd*= não determinável. 
  

A análise do óleo de girassol e do azeite de oliva não foram realizadas pois observou-se 

precipitação da AnB no meio, indicando que esses óleos não possuem capacidade de 

solubilização para a AnB. 

6.3 Desenvolvimento da Formulação da NM-AnB 

Para que se pudesse obter a NM-AnB pelo método de homogeneização de alto 

cisalhamento, foram necessários alguns ajustes e modificações até se alcançar a formulação 

final. Os parâmetros ajustados ao longo da etapa de formulação foram: tipo e concentração do 

tensoativo, razão FO/FA, tempo de agitação da NM em placa, ciclos e os intervalos de tempo 

utilizando o gerador de ultrassom.  

A formulação de NM escolhida F28 (ANEXO I) foi a que melhor atendeu os quesitos 

relacionados as características físico-químicas desejadas, com relação ao diâmetro médio, 
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índice de polidispersão e Pz. Em sua composição tem-se a FO composta de10,0mg de AnB 

solubilizada em 1,3mL de Polissorbato 80 em conjunto com 0,7mL de ácido oleico, e a FA, 

sendo essa 8,0mL de uma solução aquosa de lecitina 0,25% (m/v). O tempo de formação da 

formulação final da NM foi de 2 horas sob agitação magnética constante (2500 rpm), seguida 

de 3 ciclos de 30 segundos em um gerador de ultrassom com intervalos de 30 segundos, com 

proporção de 1:4 (FO/FA). Esta formulação foi o ponto inicial para o desenvolvimento desse 

trabalho.  

6.4 Caracterização físico-química da NM 

6.4.1 Diâmetro Médio, Índice de Polidispersão (IP) e Pz 

O diâmetro médio, a distribuição de tamanho e a carga superficial, são parâmetros 

determinantes para avaliar a estabilidade física de NM’s (WU, ZHANG, WATANABE, 2011; 

LINCE; MARCHISIO; BARRESI, 2008; FENG, 2004). O diâmetro médio e o índice de 

polidispersão das NM-AnB foram determinado pela técnica de DLS.  

Tabela 4. Caracterização físico-química da NM-AnB quanto a diâmetro médio, índice de polidispersão, Pz 

(n=3). 

Formulação Diâmetro Médio 

(nm) 

Índice de 

Polidispersão 

Pz (mV) 

NM-AnB 250,0±15,0 0,180±0,020 -27,3±1,5 

NM-vazias 342,4±22,3 0,251±0,030 -7,3±2,8 

 

Com base nos resultados apresentados na Tabela 4, pode-se observar que o diâmetro 

médio, índice de polidispersão e Pz das NM contendo AnB foram inferiores quando comparadas 

com as NM-vazias o que pode indicar o fenômeno de coalescência das nanoparticulas presente 

da NM-vazia. O índice de polidispersão apresenta-se <0,3, indicando homogeneidade da 

amostra (PANDEY et. al., 2005; YAKUGAKU, 2019).  

A análise do Pz permite conhecer a carga superficial das NM’s, esse parâmetro 

interfere diretamente nos processos de repulsão ou atração da NM com o tecido. Valores ideais 

são estabelecidos como maiores de ±30,0mV, onde esse valor indica a velocidade do 

deslocamento das partículas. Com relação ao estudo do Pz, pode-se observar, na tabela 4, que 

as NM registraram valores negativos (-27,3±1,5mV), esse resultado pode ser associado à 

estabilidade apresentada pelo sistema, não havendo a presença de agregados e precipitados nas 

amostras. O valor negativo pode ser explicado pela presença da lecitina e do ácido oleico em 
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sua superfície da NM, uma vez que ambos possuem potencial negativo (KUMARI et. al., 2010; 

FERNANDEZ et. al., 2018; FAYEZI et. al., 2018).  

Figura 7. Distribuição de tamanho de uma amostra representativa de Nps-AnB. Diâmetro médio de 249,7 nm e 

índice de polidispersão 0,179. 

 

Fonte: do Autor, 2021, Orange Data. 

Na figura 7, há a representação gráfica da distribuição do diâmetro médio das 

nanopartículas que constituem a NM, sendo de aspecto bimodal, indica a presença de variação 

de tamanho. A família principal (aproximadamente 65 % da formulação) possui diâmetro médio 

presente na faixa de 215,0 a 307,0nm. Apesar da distribuição bimodal, pode-se constatar que o 

método de homogeneização permitiu a obtenção de NM com diâmetro médio, índice de 

polidispersão e Pz adequados. 

6.4.2 Determinação da estabilidade 

A estabilidade está associada com a capacidade de manter as mesmas características 

físico-químicas por um período de tempo determinado desde à obtenção da nanoformulação 

(MÜLLER-GOYMANN, 2004). Deste modo, os parâmetros físico-químicos monitorados para 

avaliar a estabilidade da NM foram: tamanho médio de partícula, índice de polidispersão e Pz, 

como descrito no item 5.3.3. As Figuras 8, 9 e 10 refletem o comportamento desses parâmetros 

sob as diferentes condições de armazenamento (ambiente e refrigerada (8 ± 4°C)) durante um 

período de tempo de 90 dias.  
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Figura 8. Diâmetro médio das NM-AnB ± desvio padrão em função do tempo, sob diferentes condições de 

armazenamento (n=3). a,b,c,d,e,f,g. Letras iguais sem diferença estatística e letras diferentes apresentam diferença 

significativa (p<0,05). 

 

Fonte: do Autor, 2021, GraphPad Prism. 

Na Figura 8, observa-se que, com relação ao diâmetro médio, tanto as amostras 

armazenadas sob temperatura ambiente quanto sob refrigeração não apresentaram diferença 

estatística significativa durante o período avaliado (p<0,05) mantendo o diâmetro médio na 

faixa de 217,0 a 287,0 nm. 

Figura 9. Índice de polidispersão das NM-AnB ± desvio padrão em função do tempo, sob diferentes condições 

de armazenamento (n=3). a,b,c,d,e,f,g,h . Letras iguais sem diferença estatística e letras diferentes com diferença 

estatística (p<0,05). 

 

Fonte: do Autor, 2021, GraphPad Prism. 

Na Figura 9, associada ao índice de polidispersão da NM-AnB, observa-se que, sob as 

duas condições de armazenamento avaliadas, a NM-AnB não apresentou diferença estatística 

significativa (p<0,05) durante todo o período analisado, com exceção do tempo de 90 dias. 

Contudo, de modo geral o índice de polidispersão da NM-AnB não foi superior à 0,3, o que 
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reflete diretamente sobre sua estabilidade, onde a NM demonstrou distribuição de tamanho 

manométrico sem indícios de agregação ao decorrer de todo o tempo avaliado (90 dias). 

 No tempo de 5 dias, observa-se que ocorreu alteração tanto no índice de polidispersão 

quando no diâmetro médio, sugere-se que isso tenha ocorrido devido a alteração de temperatura 

do ambiente onde a amostra estava armazenada. Todavia, considerasse que esse evento não 

causou grandes prejuízos ao experimento, uma vez que, no tempo seguinte de analise (15 dias) 

as amostras voltaram a apresentar os mesmos parâmetros de comportamento visualizados nos 

tempos anteriores. 

Figura 10. Pz das NM-AnB ± desvio padrão em função do tempo, sob diferentes condições de armazenamento 

(n=3). a,b. Letras iguais sem diferença estatística e letras diferentes apresentam diferença significativa (p<0,05). 

 

Fonte: do Autor, 2021, GraphPad Prism. 

Em relação a Figura 10, associada ao Pz das NM-AnB, observa-se que durante todo o 

período avaliado as amostras não exibem diferenças estatísticas significativas (p<0,05) para as 

duas condições de armazenamento. Observa-se também que, apesar da alteração da carga 

superficial ao final dos 90 dias analisados, a NM-AnB manteve a característica de carga 

superficial negativa tanto sob condição de armazenamento em temperatura ambiente (-

24,0±0,2mV) quanto sob armazenamento refrigerado (-21,5± 2,4mV), demostrando assim, 

estabilidade durante os 90 dias.  

6.4.3 Avaliação Morfológica 

A partir das imagens obtidas para as NM-AnB (Figura 11), pode-se visualizar que as 

mesmas apresentaram forma relativamente esférica ou levemente ovaladas, com um tamanho 

médio de partícula próximo da faixa de 77,0nm a 241,0nm, o que fortalece a análise gráfica de 

distribuição de tamanho mostrado na Figura 7 (A e B), com representação bimodal. Além disso, 
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não foram observados indícios de agregação nas NM o que é indicativo e corrobora com a 

estabilidade do sistema.  

 

6.5 Ensaios de liberação in vitro 

6.5.1 Estudo de Solubilidade da AnB nos Fluídos Gastrointestinais 

Muitos fatores podem influenciar no processo de liberação farmacológica, tais como: 

solubilidade, difusão do fármaco, biodegradação dos componentes da formulação e as 

interações iônicas entre o fármaco e os componentes da formulação (SINGH & LILLARD, 

2009; MOHANRAJ & CHEN, 2006). Portanto, antes de realizar o estudo de liberação nos 

fluídos simulados tornou-se necessário avaliar a solubilidade da AnB nesses meios de liberação 

como descrito no item 5.4.1.1.  

A avaliação da solubilidade da AnB nos fluídos simulados apresentou melhor 

solubilidade no meio que continha DSS 5,0%, tanto no FGS quanto no FIS (Tabela 5). Nesse 

sentido, o ensaio de liberação nos fluídos simulados foi conduzido na presença desse tensoativo. 

A condição sink foi mantida sem exceder 10,0% da solubilidade máxima da AnB obtida no 

FGS de acordo com protocolo padronizado (ANVISA, 2019). 

Tabela 5. Solubilidade da AnB nos FGS e FIS, a 37 °C, 150 rpm, para ensaio de liberação, (n=3). 

Meios Solubilidade (μg. mL-1 ± DP) 

FGS Polissorbato 80 - 5,0 % 2,8± 0,1 

FIS Polissorbato 80 - 5,0 % 1,30±0,01 

FGS DSS - 5,0 % 124,16±0,03 

Figura 11. Distribuição de tamanho das NM-AnB por microscopia eletrônica de varredura com emissão de 

campo (MEV-FEG). 

A B 
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FIS DDS - 5,0 % 2774,00±0,20 

 

6.5.2 Perfil de Liberação da AnB contida na NM em FGS e FIS 

Analisando a Figura 12, que diz respeito ao perfil de liberação da AnB a partir da NM-

AnB em função do tempo, observa-se que a quantidade de AnB liberada nas duas primeiras 

horas a pH=1,2 (correspondente ao meio gástrico) foi de 11,2%± 0,4 comprovando que as Nps 

mantiveram sua integridade física nesse pH. No entanto, quando as NM-AnB foram adicionadas 

ao meio FIS (pH 6,8), a quantidade de AnB liberada foi superior principalmente a partir de 4 

horas, com uma liberação de 39,0 % ±0,1 onde ao completar as 6 horas, teve uma liberação de 

52,0%±2,0, esse resultado se assemelha a Ludwig e colaboradores (LUDWIG et. al., 2018). 

Figura 12. Perfil de Liberação da AnB a partir das NM-AnB em FGS (pH 1,2) e FIS (pH 6,8) contendo 5,0 % de 

DSS. Ensaio conduzido durante 2 horas no FGS e por mais 4 horas no FIS, a 37 °C e 150 rpm. Os resultados são 

expressados em média ±DP (n=3).  

 

Fonte: do Autor, 2021, GraphPad Prism. 

Este resultado torna-se interessante para o ponto de biodisponibilidade do fármaco, pois 

ambos os fluídos simulam o caminho das NM pelo trato gastrointestinal dessa forma, podemos 

propor que o sistema nanocarreador (NM-AnB) é capaz de resistir ao pH ácido, e manter 

liberação controlada no meio FIS (pH 6,8), sendo este, mais básico em comparação ao fluído 

anterior, proporciona o aumento da ação antifúngica da AnB. Sendo assim, NM-AnB tornam-

se uma boa proposta para aumentar a absorção da AnB no trato gastrointestinal melhorando a 

sua biodisponibilidade pela via oral (SERRANO et al., 2013; CUDDIHY et al., 2019; 

TORRADO & ESPADA, 2008).  
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6.5.3 Estudo de Solubilidade da AnB em Tampão PBS 

Com base no resultado obtido para solubilidade da AnB nos fluídos simulados 

utilizando DSS 5,0%, decidiu-se utilizar o mesmo tensoativo para avaliar a solubilidade da AnB 

em tampão PBS (50mM, pH 7,4). Neste estudo foram avaliadas duas concentrações de DSS 

(2,5 e 5,0%) conforme é mostrado na Tabela 6.  

Tabela 6. Solubilidade da AnB em FGS e FIS, a 37 ºC e 150 rpm, (n=3). 

Meios Solubilidade (µg.mL-1 ±DP) 

Solução tampão PBS + DSS 2,5 % 2055,0 ±0,1 

Solução tampão PBS + DSS 5,0 % 4774,7 ±0,2 

 

Pela observação dos dados, pode-se concluir que que o meio tampão PBS com adição 

de DSS a 5,0% apresentou melhor taxa de solubilidade para a AnB. Por esta razão, essa 

combinação foi escolhida como meio receptor para realizar o estudo de liberação em Tampão 

PBS. 

6.5.4 Perfil de liberação da AnB contida na NM em Tampão PBS 

O perfil de liberação da AnB apresentado na Figura 13, demostra liberação lenta, 

gradual e com relativa linearidade com 11,0 % ±1,0 durante as 4 horas primeiras aulas. Observa-

se também que após esse tempo a quantidade de AnB liberada foi baixa, atingindo um total de 

14,5 %± 1,62 durante as 96 horas do experimento.  

Figura 13. Perfil de liberação da AnB liberada pela NM, em solução tampão PBS (50 mM, pH 7,4) contendo 

DSS a 5,0%. 

 

Os tempos de 1 à 10 representam os tempos de coleta 0.5; 1; 2; 4; 8; 12; 24; 48; 72 e 96horas, respectivamente. 

Fonte: do Autor, 2021, GraphPad Prism. 
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 A baixa quantidade de AnB liberada é indicativo da capacidade da formulação em retê-

la, mantendo-a por mais tempo encapsulada. Levando em consideração o tempo de meia-vida 

da AnB (24 à 48 horas), este resultado torna-se interesse, pois sugere que a NM possui 

toxicidade reduzida quando comparada ao composto convencional (GOLENSER & DOMB, 

2006). 

6.5.5 Cinética e Mecanismo de Liberação 

Os dados obtidos com base no perfil de liberação em tampão PBS (50mM, pH 7,4) 

contendo DSS a 5,0% foram analisados matematicamente no software Scientist, usando os 

valores do critério de seleção do método (CSM) e do coeficiente de correlação encontrados (r). 

Com isso foi verificando qual modelo cinético se ajusta melhor ao mecanismo de liberação da 

AnB através da NM. Os resultados do modelo de liberação obtidos estão descritos na Tabela 7. 

Tabela 7. Analise cinética da liberação da AnB através das NM em tampão PBS (50 mM pH=7,4, contendo 5,0 

% de DSS). 

Modelo r² CSM k(h-1) 

Ordem zero 0,8940 nd* 0,8780 

Primeira ordem 0,9213 nd* 0,0896 

Segunda ordem 0,9586 nd* 0,1088 

Higuchi 0,9718 0,5460 0,1466 

r²= coeficiente de correlação, CSM=critério de seleção do método, k= constante de liberação, nd= não 

determinável. 

A escolha do modelo matemático foi baseada no maior valor de r² e de CSM. Desta 

forma, a cinética de liberação da AnB através da NM é classificada seguindo o modelo proposto 

por Higuchi. No mecanismo de liberação dos fármacos descrito por Higuchi as partículas do 

composto são liberadas por um processo difusivo baseado na lei de Fick (HIGUCHI, 1961, 

RITGER & PEPPAS, 1987). 

6.6 Ensaio de atividade antifúngica  

Para a avaliação da atividade antifúngica, seguiu-se a metodologia descrita no item 5.5. 

Os resultados são elucidados a partir do crescimento e contagem das UFC’s das leveduras 

submetidas a concentração de 0,5; 1,0; 5,0 e 10,0µg/mL de AnB, NM-AnB e NM-vazia com 

volume proporcional a concentração da AnB presente na NM (KHATIK et. al., 2014). 

Observou-se que a NM-AnB, em ambas as concentrações analisadas, foram capazes de 

inibir totalmente o crescimento fúngico quando comparados ao grupo de controle positivo. Na 
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análise das NM-vazias, observa-se resultado negativo para a inibição de crescimento fúngico, 

onde pela contagem das UFC’s os valores obtidos pelas NM-vazias estavam similares aos 

valores dos controles positivos de crescimento, o que sugere que os componentes presente nessa 

formulação não apresentam atividade antifúngica para nenhuma das cepas fúngicas avaliadas 

(Figuras 14,15,16, 17 e 18). 

Figura 14. Avaliação da atividade antifúngica das NM-AnB pela contagem das UFC’s em cepa C. albicans 

clínica, leitura após 24 horas de incubação (n=3). 

 

Fonte: do Autor, 2021, GraphPad Prism. 

 

Figura 15. Avaliação da atividade antifúngica das NM-AnB pela contagem das UFC’s em C. glabrata clínica, 

leitura após 24 horas de incubação (n=3). 

  

Fonte: do Autor, 2021, GraphPad Prism. 
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Figura 16Avaliação da atividade antifúngica das NM-AnB pela contagem das UFC’s em cepa C. Tropicalis 

clínica, leitura após 24 horas de incubação (n=3). 

 

Fonte: do Autor, 2021, GraphPad Prism. 

 

Figura 17Avaliação da atividade antifúngica das NM-AnB pela contagem das UFC’s em cepa C. Krusei, leitura 

após 24 horas de incubação (n=3). 

 

Fonte: do Autor, 2021, GraphPad Prism. 
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Figura 18Avaliação da atividade antifúngica das NM-AnB pela contagem das UFC’s em cepa C. albicans 0546 

VITROIDSTM , leitura após 24 horas de incubação (n=3). 

 

Fonte: do Autor, 2021, GraphPad Prism. 

No entanto, pode-se concluir também que, a eficácia antifúngica da AnB associada a 

NM foi semelhante quando comparadas às AnB nas concentrações de 10,0 e 5,0mg/mL. Porém 

nas concentrações de 0,5 e 1,0 mg/mL a NM-AnB teve sua capacidade de inibição reduzida em 

comparação a AnB convencional frente a três cepas fúngicas, sendo elas: C. albicans 0546 

VITROIDSTM, C. Krusei, e em menor proporção para a C. glabrata clínica. Isso pode estar 

atrelado ao grau de patogenicidade fúngicas das cepas estudadas e/ou a fato de a NM ter 

liberação lenta e estar em baixas concentrações, corroborando para a redução do seu índice de 

inibição de crescimento fúngico (SINGH et. al., 2017; WILLIAMS et. al., 2011; PFALLER & 

DIEKEMA, 2007). 

7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Segundo a literatura, sistemas nanoestruturados possuem inúmeras vantagens, dentre 

elas, o aumento de solubilidade, biodisponibilidade e da permeação em membranas. No 

presente trabalho, a solubilidade tornou-se o quesito mais desafiador para o desenvolvimento 

da formulação nanoestruturada, no entanto, tal característica foi viabilizada e aperfeiçoado 

como exposto anteriormente.  

Em conjunto com os resultados obtidos, a NM desenvolvida para carreamento de AnB, 

pode ser considerada um sistema promissor para liberação controlada de AnB pela via de 

administração oral uma vez que, apresentou resistência aos fluídos gastrointestinais simulados. 

Além disso, o sistema foi otimizado com produtos biodegradáveis e biocompatíveis e de baixo 
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custo, levando em consideração que a dose terapêutica utilizada, segundo o fornecedor 

(AmBisome®, 2021), custa em torno de 2.475,00 reais. 

8 CONCLUSÃO 

Como base nos resultados obtidos pode-se observar que as NM-AnB foram obtidas com 

êxito pelo método de homogeneização de alto cisalhamento. A caracterização físico-química 

desenvolvida, demonstrou que a NM apresenta diâmetro médio nanométrico, índice de 

polidispersão e valores de Pz adequados, com morfologia relativamente esférica ou levemente 

ovaladas. Com o estudo de estabilidade, sob as duas condições de estocagem (temperatura 

ambiente e refrigerada), observou-se que as NM-AnB mantiveram suas propriedades físico-

químicas, durante todo o período avaliado de 90 dias. 

Pela avaliação da estabilidade em fluídos simulados gástrico e intestinal, pode-se 

observar que as NM-AnB resistem a mudança de pH demonstrando liberação controlada do 

fármaco. Com o aumento da estabilidade em pH ácido o sistema desenvolvido torna-se 

promissor para redução da dose de AnB em função do potencial para melhorar a permeabilidade 

da AnB em membranas conforme verificado em literatura (TORRADO et. al., 2008; 

CUDDIHY et al., 2019; SIGMA-ALDRICH). 

 No que diz respeito a liberação em tampão PBS, a NM-AnB apresenta baixas 

porcentagens de liberação de AnB em todo o período de tempo avaliado (96 horas), sendo que 

o perfil de liberação da AnB a partir das NM-AnB aponta como sendo de liberação lenta e 

linear, sendo classificado como perfil cinético de liberação seguindo o modelo de Higuchi. No 

teste in vitro do antifúngico frente a cepas fúngicas, as NM-AnB apresentaram com alta 

atividade antifúngica inibindo totalmente o crescimento fúngico em 24 horas. 
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ANEXO I 

Formulação Quantidade 

de AnB 

Tensoativo(s) Porcentagem Final 

de Tensoativo 

Razão (FO:FA) Diâmetro 

(nm) 

IP Pz (mV) 

F1 X Lecitina e Glicerol 10% 1:1 ----- ----- ----- 

F2 X Lecitina e Glicerol 15% 1:1 ----- ----- ----- 

F3 X Lecitina e Glicerol 20% 1:1 ----- ----- ----- 

F4 X Lecitina e Glicerol 25% 1:1 ----- ----- ----- 

F5 X Lecitina PEG 10% 1:1 ----- ----- ----- 

F6 X Lecitina PEG 15% 1:1 ----- ----- ----- 

F7 X Lecitina PEG 20% 1:1 ----- ----- ----- 

F8 X Lecitina PEG 25% 1:1 ----- ----- ----- 

F9 X Lecitina PEG 10% 1:2 ----- ----- ----- 

F10 1mg/ml Lecitina PEG 15% 1:2 * * * 

F11 1mg/ml Lecitina PEG 20% 1:2 * * * 

F12 1mg/ml Lecitina PEG 25% 1:2 1050 0,563 -2,0 

F13 1mg/ml Lecitina PEG 30% 1:2 980,9 0,763 * 

F14 1mg/ml PEG e Glicerol 10% 1:1 * * * 



2 

 

F15 1mg/ml Lecitina PEG 15% 1:2 * * * 

F16 1mg/ml Lecitina PEG 20% 1:2 * * * 

F17 1mg/ml Lecitina PEG 25% 1:2 ----- ----- ----- 

F18 1mg/ml Lecitina PEG 30% 1:2 890,2 0,689 -5,0 

F19 1mg/ml Lecitina e Tween80 30% 1:3 ----- ----- ----- 

F20 1mg/ml Lecitina e Tween80 35% 1:3 590,8 0,621 -7,1 

F21 1mg/ml Lecitina e Tween80 25% 1:3 615,3 0,521 -1,3 

F22 1mg/ml Lecitina e Tween80 30% 1:4 540,3 0,321 -9,3 

F23 1mg/ml Lecitina e Tween80 25% 1:4 508,0 0,315 -11,4 

F24 1mg/ml Lecitina e Tween80 24% 1:4 490,2 0,260 -14,7 

F25 1mg/ml Lecitina e Tween80 22% 1:4 360,1 0,227 -16,1 

F26 1mg/ml Lecitina e Tween80 20% 1:4 310,5 0,204 -18,7 

F27 1mg/ml Lecitina e Tween80 18% 1:4 280,0 0,190 -24,5 

F28 1mg/ml Lecitina e Tween80 16% 1:4 250,0 0,180 -27,3 

F29 1mg/ml Lecitina e Tween80 14% 1:4 402,2 0,321 -12,8 

F30 1mg/ml Lecitina e Tween80 15% 1:4 389,1 0,212 -21,0 

X: não consta; * : leitura não satisfatória; ---- : divisão de fase.  


