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RESUMO 

 

A leishmaniose é uma doença tropical negligenciada causada por protozoários Leishmania spp., 

prevalente em 98 países no mundo. Entre 2018 e 2020, o Brasil ficou entre os três países com maior 

número de casos, os quais representam cerca de 90%. No Brasil, os medicamentos disponíveis não 

são totalmente eficazes, possuem uso parenteral e exibem vários efeitos adversos graves e muito 

frequentes, resultando em má adesão ao tratamento. Entre as alternativas que podem contornar 

esses problemas estão os Carreadores lipídicos nanoestruturados (CLN), que podem conferir 

aumento da solubilidade de fármacos, liberação prolongada e/ou controlada, maior absorção 

intestinal e biodisponibilidade oral. Nesse contexto, esse trabalho visa desenvolver CLNs contendo 

antimoniato de meglumina (AM) como alternativa terapêutica de uso oral para a leishmaniose. 

Inicialmente, ensaios de compatibilidade entre os insumos e o fármaco foram realizados. 

Otimizações de formulação e de processo foram feitas através de planejamento experimental, que 

possibilitou a escolha da nanopartícula com melhor tamanho, índice de polidispersão (PdI), 

potencial zeta (PZ) e eficiência de encapsulamento (EE). Os CLNs escolhidos também foram 

caracterizados por valor de pH, Calorimetria Exploratória Diferencial (DSC), Espectroscopia de 

Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), Difração de raios-X (DRX), estabilidade 

simulando condições gastrointestinais, estabilidade de armazenamento, bem como foram 

liofilizados. Além disso, foram realizados testes in vitro de cinética de liberação, citotoxicidade em 

macrófagos RAW 264.7, e atividade em promastigotas e amastigotas das espécies L. infantum e L. 

amazonensis. Os resultados mostraram que não houve incompatibilidade entre o fármaco e os 

excipientes. O planejamento experimental resultou em um CLN com tamanho de 41,13 nm, PdI de 

0,227, PZ de -27,9 mV, EE de 62,43% e pH 5,23. O FTIR confirmou a incorporação do AM no 

CLN, o DSC mostrou redução de cristalinidade da matriz da nanopartícula, que foi ratificado no 

DRX. O CLN foi estável simulando pH do trato gastrointestinal e também durante armazenamento 

sob refrigeração. Os liófilos obtidos mostraram estabilidade de tamanho e EE no período estudado. 

A liberação do AM no CLN em dispersão e liofilizado foi adequada ao modelo Peppas-Sahlin, com 

cinética de liberação por transporte anômalo. Não houve citotoxicidade em macrófagos pelo AM, 

enquanto os CLNs foram citotóxicos nas concentrações acima de 50 µg/mL. O AM também não 

apresentou atividade em promastigotas da L. infantum, mas o CLNb e CLN4 apresentaram IC50 

104,7 µg/mL e 96,9 µg/mL respectivamente, enquanto nas amastigotas nenhuma das amostras 



7 
 

foram citotóxicas. Já na L. amazonensis, os IC50 foram 278,7 µg/mL para o AM, 150,6 µg/mL para 

CLN-B e 115 µg/mL para CLN-AM nas formas amastigotas. Portanto, foi possível obter CLNs 

com propriedades físico-químicas e estabilidade adequadas, com cinética de liberação prolongada 

e atividade contra a forma infectante de L. amazonensis, os quais são resultados encorajadores 

quanto ao potencial do sistema para uso oral. Estudos de farmacocinética estão sendo 

desenvolvidos para elucidação da biodisponibilidade oral. 

 

Palavras-chave: leishmaniose; administração oral; sistema de entrega de fármacos; 

nanocarreador; liberação modificada. 
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ABSTRACT 

 

Leishmaniasis is a neglected tropical disease caused by the protozoan Leishmania spp., prevalent 

in 98 countries worldwide. Between 2018 and 2020, Brazil was among the three countries with the 

highest number of cases, which together represent about 90% of cases. In Brazil, the available 

drugs are not fully effective, require parenteral application and exhibit several serious and very 

frequent adverse effects, resulting in poor adherence to treatment. Among the alternatives that can 

overcome these problems are nanostructured lipid carriers (NLC), which can provide increased 

drug solubility, prolonged and/or controlled release, greater intestinal absorption and oral 

bioavailability. In this context, this work aims to develop NLCs containing meglumine antimoniate 

(MA) as a therapeutic alternative for oral use for leishmaniasis. Initially, compatibility tests 

between the excipients and the drug were performed. Formulation and process optimizations were 

made through experimental design, which made it possible to choose the nanoparticle with the best 

size, polydispersity index (PdI), zeta potential (ZP) and encapsulation efficiency (EE). The chosen 

NLCs were also characterized by pH value, Differential Scanning Calorimetry (DSC), Fourier 

Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), X-ray Diffraction (XRD), stability simulating 

gastrointestinal conditions, storage stability, as well as were lyophilized. In addition, in vitro tests 

of release kinetics, cytotoxicity on RAW 264.7 macrophages, and activity on promastigotes and 

amastigotes of L. infantum and L. amazonensis species were performed. The results showed that 

there was no incompatibility between the drug and the excipients. The experimental design resulted 

in an NLC with a size of 41.13 nm, PdI of 0.227, PZ of -27.9 mV, EE of 62.43% and pH 5.23. The 

FTIR confirmed the incorporation of MA in the NLC, the DSC showed a reduction in the 

crystallinity of the nanoparticle matrix, which was ratified in the XRD. NLC was stable during pH 

simulation of the gastrointestinal tract and also during refrigerated storage. The obtained lyophiles 

showed stability in size and EE during the studied time. The release of MA from the NLC in 

dispersion and after lyophilization was adapted to the Peppas-Sahlin model, with release kinetics 

by anomalous transport. There was no cytotoxicity in macrophages by MA, while NLCs were 

cytotoxic at concentrations above 50 µg/mL. MA also showed no activity against L. infantum 

promastigotes, but CLNb and NLC4 presented IC50 of 104.7 µg/mL and 96.9 µg/mL respectively, 

while in amastigotes none of the samples were cytotoxic. Against L. amazonensis, the IC50s were 

278.7 µg/mL for AM, 150.6 µg/mL for NLC-B and 115 µg/mL for NLC-AM facing the amastigote 
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forms. Therefore, it was possible to obtain NLCs with adequate physicochemical properties and 

stability, with prolonged release kinetics and activity against the infective form of L. amazonensis, 

which are encouraging results regarding the potential of the system for oral use. Pharmacokinetic 

studies are being developed to elucidate oral bioavailability. 

 

Keywords: leishmaniasis; oral administration; drug delivery system; nanocarrier; modified 

release. 
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FAAS – Flame Atomic Absorption Spectrometry (Espectrometria de Absorção Atômica) 

FTIR - Fourier-Transform Infrared Spectroscopy (Espectroscopia no Infravermelho com    

Transformada de Fourier) 

GRAS - Generally Recognized as Safe – (Geralmente Reconhecido como Seguro) 

IC – Inibitory Conentration (Concentração inibitória) 

IFA - Insumo Farmacêutico Ativo  

ISO – International Organization for Standardization – (Organização Internacional para 

Padronização) 

LC – Leishmaniose Cutânea 

LMC – Leishmaniose Mucocutânea 

LV – Leishmaniose Visceral 

MWCO - Molecular Weight Cut-Off – (Corte de Peso Molecular) 

Nano-DDS – Nanoscale Drug Delivery System – Sistema de Entrega de Fármacos em Nanoescala 

NLS – Nanopartícula Lipídica Sólida 
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OMS – Organização Mundial da Saúde 

PdI - Polydispersity Index (Índice de polidispersão)  

PZ – Potencial Zeta 

pH - Potencial hidrogeniônico  

TG – Termogravimetria 

TGI – Trato Gastrointestinal 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 As Leishmanioses são um grupo de doenças tropicais negligenciadas causadas por 

protozoários do gênero Leishmania, que possui mais de 20 espécies conhecidas por serem 

infecciosas para humanos, sendo transmitidos através das picadas de flebotomíneos fêmeas 

infectadas (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018; WHO|LEISHMANIASIS, 2022). Afeta 

populações pobres e, por isso, está associada à desnutrição, deslocamento populacional, moradia 

precária, sistema imunológico fraco e falta de recursos financeiros. Também está ligada a 

mudanças ambientais, desmatamento, construção de barragens, esquemas de irrigação e 

urbanização (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018). Sua epidemiologia depende das 

características das espécies de parasitas, das características ecológicas dos locais de transmissão e 

da exposição atual e passada da população humana ao parasita. 

Segundo a OMS, a leishmaniose é uma doença considerada prevalente em 98 países nos 

cinco continentes, principalmente nas regiões de baixa renda, onde estima-se quase um milhão de 

novos casos por ano no mundo, embora o número de casos tenha diminuído substancialmente na 

última década (DNDI, 2018; WHO|LEISHMANIASIS, 2022). Estatísticas fornecidas pelo 

observatório global em saúde da OMS apontaram que nos últimos anos (2018-2020) o Brasil 

configurou entre os três primeiros países com maior número de casos de leishmaniose. Em 2020, 

mais de 95% dos novos casos de leishmaniose visceral notificados à OMS ocorreram no Brasil, 

Etiópia, Eritreia, Índia, Quênia, Sudão do Sul, Sudão, cerca de 90% dos casos de leishmaniose 

cutânea ocorreram no Afeganistão, Argélia, Brasil, Colômbia, Iraque, Paquistão, Síria e cerca de 

90% dos casos de leishmaniose mucocutânea ocorrem na Bolívia, Brasil, Etiópia e Peru 

(LEISHMANIASIS, 2022). Ao longo dos anos, poucas alterações ocorreram nessas listas de 

principais países acometidos. 

 Existem três formas principais de leishmaniose: leishmaniose visceral (LV), também 

conhecida como calazar, que é a forma mais grave da doença, atinge gânglios linfáticos, baço, 

fígado, causando hepatoesplenomegalia, sendo fatal em 95% dos casos se não for tratada; 

leishmaniose cutânea (LC), que é a forma mais prevalente e manifesta-se com lesões cutâneas e 

úlceras em partes expostas do corpo, deixando cicatrizes e graves incapacidades ao longo da vida; 

e leishmaniose mucocutânea (LMC), a qual invade as membranas mucosas do trato respiratório 

superior, leva à destruição parcial ou total de tecidos no nariz, boca e garganta, causando mutilação 
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grosseira (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010). Cada forma da doença exige um tipo de 

tratamento e cada país possui seu protocolo terapêutico baseado nas diretrizes da OMS e na 

realidade socioeconômica da sua região. 

 Para o Brasil, os medicamentos atualmente disponíveis são o antimoniato de meglumina, 

Anfotericina B (desoxicolato sódico, lipossomal) e Pentamidina, os quais não são utilizados para 

todos os casos, possuem uso exclusivamente parenteral, além de exibirem uma série de efeitos 

adversos graves e muito frequentes, tais como cardiotoxicidade, nefrotoxicidade, hepatotoxicidade 

(BRASIL, 2014, 2017; PAHO, 2019; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010). Ademais, são 

tratamentos longos, de alto custo e pouca inovação, visto que são medicamentos usados há pelo 

menos 40 anos. O único medicamento de uso oral atualmente disponível para tratamento da 

leishmaniose é a Miltefosina, aprovada para tal finalidade pela FDA em 2014, representando um 

grande avanço terapêutico. Entretanto, também possui limitações que compreendem necessidade 

de monitoramento de efeitos colaterais gastrointestinais, hepatotoxicidade e teratogenicidade, 

surgimento de resistência e alto custo, o que inviabiliza seu uso para a maioria dos países 

acometidos, além de não estar registrada em alguns países endêmicos (GHORBANI; FARHOUDI, 

2018; SUNYOTO; POTET; BOELAERT, 2018). No Brasil, a miltefosina começou a ser usada em 

2021, mas em casos especiais avaliados por médicos dos centros de referência e apenas para LC. 

Assim, com a dificuldade de desenvolvimento de vacina e do controle do mosquito vetor, e com 

medicamentos cuja forma farmacêutica e toxicidade não facilitam adesão, a OMS lista a 

leishmaniose como uma das doenças tropicais negligenciadas para as quais o desenvolvimento de 

novos tratamentos é uma prioridade (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018).   

Entre os problemas relacionados às terapias da leishmaniose, a administração injetável dos 

medicamentos ganha destaque, visto que é dolorosa, requer internação do paciente, 

acompanhamento médico e de exames laboratoriais devido aos efeitos tóxicos severos, necessita 

de deslocamento dos pacientes aos centros de saúde e possui longa duração do tratamento. 

Condições estas que não são adaptadas à realidade das condições de pobreza dos pacientes 

acometidos pela doença (PONTE-SUCRE et al., 2017; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 

2010). Como resultado, observa-se uma má adesão ao tratamento, o que compromete ainda mais a 

eficácia da terapia e aumenta o risco de desenvolvimento de resistência aos medicamentos. 

Considerando esses fatores, o desenvolvimento de um medicamento de uso oral tem sido foco de 

muitas pesquisas, pois resolveriam muitas dessas questões.  



23 
 

 A via oral é, sem dúvida, a via de administração de medicamentos mais acessível durante a 

pesquisa e desenvolvimento de medicamentos. No entanto, algumas limitações como baixa 

solubilidade, baixa permeabilidade intrínseca através das membranas celulares, rápida degradação 

pelo trato gastrointestinal e incapacidade de atravessar a barreira da mucosa intestinal muitas vezes 

dificultam a adequação de um Insumo Farmacêutico Ativo (IFA) para essa via, reduzindo 

drasticamente a biodisponibilidade oral (HOMAYUN; LIN; CHOI, 2019; XU et al., 2020). Vários 

avanços foram feitos nas últimas décadas para melhorar a eficiência da administração oral de 

medicamentos, na tentativa de maximizar a eficácia terapêutica e reduzir a toxicidade de vários 

IFAs (BERTONI; PASSERINI; ALBERTINI, 2020; REINHOLZ; LANDFESTER; 

MAILÄNDER, 2018). Dentre algumas alternativas possíveis, os sistemas de entrega de fármacos 

em nanoescala (Nano-DDS) ganhou destaque visto as vantagens que a nanotecnologia pode trazer 

para o desenvolvimento de medicamentos.  

Os carreadores lipídicos nanoestruturados (CLNs) são dispersões coloidais cujas partículas 

são compostas por lipídios na escala nanométricas (1-1000nm). Representam a segunda geração 

de nanopartículas lipídicas, os quais possuem em sua composição uma mistura de lipídeos sólidos 

e líquidos, formando uma matriz imperfeita que promove maior encapsulamento que as 

nanopartículas lipídicas sólidas, bem como diminuição da expulsão do fármaco ao longo do tempo 

(JAVED et al., 2022; MULLER; SHEGOKAR; KECK, 2011; MÜLLER et al., 2016). Essas 

vantagens conferem melhor eficiência de encapsulamento e manutenção ao longo do tempo de 

armazenamento. CLNs são Nano-DDSs de fácil obtenção, cujas propriedades físico-químicas 

conferem aumento da solubilidade e permeabilidade de IFAs, liberação prolongada e/ou 

controlada, maior biodisponibilidade, melhor absorção e acúmulo no local de ação, capacidade de 

melhorar a estabilidade e aumento do índice terapêutico dos fármacos (AZEVEDO et al., 2020; 

LIU et al., 2018; SHAHBAZI; A. SANTOS, 2012). Além disso, são biocompatíveis e possuem 

mecanismos permeabilidade intestinal diferenciados das formulações convencionais, e também de 

outros nanocarreadores, que favorece absorção oral por via linfática e endocitose (DATE; HANES; 

ENSIGN, 2016; PINELLI et al., 2020). Portanto, são promissores para melhorar a 

biodisponibilidade oral de IFAs hidrofílicos ou lipofílicos, aumentando a absorção intestinal por 

meio de diferentes mecanismos. Assim, seria possível promover a administração oral de alguns 

IFAs através da promoção/facilitação da absorção através do seu uso. 
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Nesse contexto, fica constatada a necessidade de inovação da terapia para leishmaniose e a 

importância de um tratamento mais seguro e que possa ser feito de forma domiciliar. Portanto, o 

objetivo desse trabalho é desenvolver carreadores lipídicos nanoestruturados (CLNs) contendo 

fármaco leishmanicida para obtenção de uma possível alternativa terapêutica de uso oral para as 

leishmanioses. Para isso, foi realizada uma série de otimizações, tanto de formulação como de 

processo, visando a obtenção dos carreadores com melhores propriedades físico-químicas, que 

apresentassem estabilidade, cinética de liberação prolongada, eficácia adequada e de baixa 

toxicidade. As principais caracterizações do CLN foram realizadas, bem como estudo cinético e 

avaliações preliminares de estabilidade e viabilidade celular. 
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2 REFERENCIAL TEÓRIO 

 

2.1 AS LEISHMANIOSES: CARACTERIZAÇÃO DA DOENÇA  

 

As doenças negligenciadas são condições que acometem, predominantemente, a população 

de maior índice de pobreza do mundo e, por isso, não representam um mercado lucrativo para as 

grandes indústrias farmacêuticas. Também conhecidas como doenças tropicais negligenciadas 

(DTNs), por afetarem principalmente comunidades pobres que vivem em climas tropicais e 

subtropicais e não são cuidadas adequadamente, acometem mais de 1 bilhão de pessoas, de acordo 

com a Organização Mundial de Saúde (WHO, 2019). Este quadro está diretamente relacionado a 

insuficiência de métodos de diagnósticos, ausência de vacinas e controle do vetor, fraca atenção 

básica da população, além do pequeno arsenal terapêutico disponível (SILVA-PIRES et al., 2017). 

Visando contornar essa situação, em 2020 foi publicado um roteiro que estabelece metas e marcos 

globais para prevenir, controlar, eliminar ou erradicar as 21 doenças do grupo entre 2021–2030  

(WHO, 2020). 

Entre as principais DTNs está a leishmaniose, uma doença parasitária para a qual ainda não 

existe controle, nem pode ser eliminada por meio da administração em massa de medicamentos 

seguros e eficazes como algumas outras DTNs. A Organização Mundial de Saúde (OMS) considera 

as leishmanioses prevalentes em 98 países ao redor do mundo, principalmente as regiões de baixa 

renda, onde estima-se quase um milhão de novos casos por ano (BURZA; CROFT; BOELAERT, 

2018; LEISHMANIASIS, 2022). Entre as regiões mais afetadas pode-se citar o sudoeste asiático, 

norte e lesta da África, e as américas, onde existem populações predominantemente pobres, com 

alta incidência de desnutrição, moradia precária, sistema imunológico fraco e falta de recursos 

financeiros (DNDI, 2018; ORYAN; AKBARI, 2016). Estatísticas fornecidas pelo observatório 

global em saúde da OMS apontaram, em 2020, que mais de 95% dos novos casos de leishmaniose 

visceral notificados à OMS ocorreram no Brasil, Etiópia, Eritreia, Índia, Quênia, Sudão do Sul, 

Sudão, cerca de 90% dos casos de leishmaniose cutânea ocorreram no Afeganistão, Argélia, Brasil, 

Colômbia, Iraque, Paquistão, Síria e cerca de 90% dos casos de leishmaniose mucocutânea ocorrem 

na Bolívia, Brasil, Etiópia e Peru. Entre 2018-2020 o Brasil configurou entre os três primeiros 

países com maior número de casos, tanto de leishmaniose cutânea quanto de visceral 
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(LEISHMANIASIS, 2022), refletindo a falta de intervenções e medidas efetivas de prevenção e 

combate à doença no país. 

As leishmanioses são doenças parasitárias, cujos agentes etiológicos são protozoários do 

gênero Leishmania spp., divididos em dois subgêneros, Leishmania e Vivannia, os quais possuem 

cerca de 20 espécies consideradas patogênicas para humanos. Leishmania spp. são organismos 

dimórficos, pois apresentam duas formas principais: promastigota, forma flagelada e móvel, 

encontrada no tubo digestivo do inseto vetor; e amastigota, forma aflagelada, observada nos tecidos 

dos hospedeiros vertebrados (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018; DEPAQUIT; GAY; 

KALTENBACH, 2019). São parasitas que possuem ciclo de vida heteroxênico, ou seja, vivem 

alternadamente entre os hospedeiros intermediário (invertebrados) e definitivo (vertebrados) 

(AKHOUNDI et al., 2016). Como é possível visualizar na Figura 1, seu ciclo de vida é iniciado 

quando um hospedeiro vertebrado é infectado com promastigotas metacíclicas por um inseto vetor 

fêmea durante um repasto sanguíneo. As promastigotas são rapidamente capturadas por células do 

sistema fagócito mononuclear, tais como macrófagos, onde ocorre a diferenciação em amastigotas. 

Nos macrófagos, as amastigotas multiplicam-se até a ruptura da célula, sendo liberadas na corrente 

sanguínea e propagando a infecção ao infectar outro macrófago. Outros vetores se alimentam do 

sangue contaminado com as formas amastigotas durante um repasto sanguíneo. Dentro do inseto 

vetor, o sangue contendo as amastigotas é levado para o intestino, onde irão se diferenciar até 

promastigotas metacíclicas, e a partir de então, dar continuidade ao ciclo da Leishmania (BATES, 

2018). 
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Figura 1 - Ciclo de vida da Leishmania spp.  

 

Fonte: Adaptado de CDC – Centers for Disease Control and Prevetion. 

https://www.cdc.gov/dpdx/leishmaniasis/index.html. 

 

Baseado nessa relação parasito-hospedeiro se desenvolve a fisiopatologia da doença, cujas 

características são determinadas por fatores parasitários (tropismo, virulência, resistência, 

espécies) e fatores da resposta imune do hospedeiro. Assim, a leishmaniose se apresenta em três 

formas principais, a citar: leishmaniose cutânea (LC), leishmaniose mucocutânea (LMC) e 

leishmaniose visceral (LV) (DNDI, 2018; FREITAS-JUNIOR et al., 2012). A LC é a forma mais 

comum, que se manifesta através de lesões na pele, principalmente úlceras ou nódulos nas áreas 

expostas como o rosto, os braços e as pernas. Normalmente não é fatal, mas deixa cicatrizes ao 

longo da vida, podendo ser desfigurante e socialmente estigmatizante. A úlcera pode curar 

espontaneamente, porém o tempo é variável e de acordo com a espécie envolvida, sendo necessária 

intervenção medicamento em muitos casos (MOKNI, 2019). A LMC apresenta-se como uma 

destruição lenta e progressiva dos tecidos mucoso e submucoso no nariz, na boca e ainda faringe, 

laringe, e mais raramente, na traqueia ou genitália. Pode ocorrer como uma complicação da 

leishmaniose cutânea, simultaneamente ou com meses/anos após a resolução das lesões primárias 

(CINCURÁ et al., 2017; HANDLER et al., 2015). Já a LV, também conhecida também por 

Calazar, a infecção espalha-se sistematicamente para se propagar nos reservatórios dos macrófagos 
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distribuídos nos tecidos dos órgãos internos, principalmente o fígado, o baço, a medula óssea e os 

gânglios linfáticos, caracterizando-se por hepatoesplenomegalia, anemia, perda de peso e febre, 

sendo fatal em 95% dos casos se não tratada (DEPAQUIT; GAY; KALTENBACH, 2019; 

MEDLEY et al., 2015). 

 A gravidade da doença tem sido associada à resposta imune do hospedeiro (ROSSI; 

FASEL, 2018). Geralmente, a resposta mediada por células Th 1, caracterizada pela produção de 

IFN-γ e TNF-α que induzem a ativação dos macrófagos, é crucial para a resistência do hospedeiro 

e eliminação do parasita, enquanto a resposta de Th 2, caracterizada por produção de IL-4 e IL-13, 

leva a um hospedeiro suscetível e incapaz de controlar a infecção. No entanto, essa correlação é 

muito mais complexa, pois também foi demonstrado que uma sobrecarga e a hipersensibilidade 

imune Th1 causa hiperinflamação, gerando destruição tecidual da pele e mucosas (KEDZIERSKI; 

EVANS, 2014). Além disso, imunossupressão durante a leishmaniose favorece a persistência do 

parasita e o desenvolvimento de infecção metastática em LC, além de propiciar uma infecção 

potencialmente letal. Nisso se inclui pacientes com comorbidades, principalmente portadores de 

HIV, que é o patógeno coinfeccioso mais estudado na leishmaniose, uma vez que induz o 

desenvolvimento de sintomas atípicos e aumenta a resistência ao tratamento e as recidivas da 

doença (AKUFFO et al., 2018; ROSSI; FASEL, 2018). Baseado no tipo de doença, espécie de 

parasita e presença ou não de doenças concomitantes será estabelecido o tratamento. 

 

2.1.1 Tratamentos disponíveis no Brasil 

 

 Devido à complexidade das respostas imunes necessárias para a proteção contra a 

Leishmania, o desenvolvimento de vacinas tem sido uma tarefa desafiadora, em que pesquisas 

buscando seu desenvolvimento vêm sendo realizadas há décadas sem muito sucesso (GHORBANI; 

FARHOUDI, 2018; ZULFIQAR; SHELPER; AVERY, 2017). Por isso, seu tratamento é 

exclusivamente medicamentoso, e deve seguir o protocolo terapêutico de cada país, elaborado com 

base nas diretrizes da OMS e na realidade socioeconômica da sua região (PAHO, 2019; WORLD 

HEALTH ORGANIZATION, 2010). Os protocolos direcionam o esquema terapêutico a depender 

da forma clínica da doença, quantidade de lesões e gravidade, além de presença de comorbidades, 

estabelecendo os medicamentos de primeira e segunda escolha para cada caso (FREITAS-JUNIOR 

et al., 2012; PONTE-SUCRE et al., 2017). Atualmente, os medicamentos disponíveis para o 
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tratamento da leishmaniose são o antimoniato de meglumina, Anfotericina B (desoxicolato sódico, 

lipossomal), Pentamidina, Paramomicina e Miltefosina, sendo disponíveis no Brasil apenas os três 

primeiros. Dentre esses, o único de uso oral é a Miltefosina, aprovada pela FDA em 2014 para esse 

uso, mas que também possui efeitos colaterais gastrointestinais, hepatotoxicidade e 

teratogenicidade, além de ser de alto custo e não estar registrada em alguns países endêmicos como 

o Brasil (GHORBANI; FARHOUDI, 2018; SUNYOTO; POTET; BOELAERT, 2018). Sendo 

assim, o tratamento da leishmaniose no Brasil depende de medicamentos que estão em uso há, pelo 

menos, 40 anos. 

 

2.1.1.1  Antimoniais pentavalentes 

 

 Os antimoniais pentavalentes são compostos que possuem antimônio Sb+5 complexados em 

uma molécula. Pouco se sabe sobre a estrutura e composição exata, visto que estudos para sua 

caracterização físico-química são escassos, mas sugere-se que seja uma mistura complexa da 

meglumina e antimônio na proporção 2:1 (DEMICHELI et al., 1999; FRÉZARD; DEMICHELI; 

RIBEIRO, 2009; ROBERTS; MCMURRAY; RAINEY, 1998). Essa complexação favorece sua 

solubilidade aquosa, reportada como sendo 300 mg/mL, porém apresenta baixa permeabilidade 

(BCS classe III). Como impurezas do processo de complexação, podem existir resíduos de Sb+3, 

que são tóxicos e contribuem para os efeitos colaterais. Por isso, existe um limite aceitável de Sb+3 

nas formulações, e apenas o Sb+5 é considerado o IFA do medicamento  (DE MORAES FLORES 

et al., 2002; FERREIRA et al., 2014; KEDZIERSKI; EVANS, 2014). Geralmente, o teor de Sb+5 

presente na matéria-prima está entre 30-35% (BRASIL, 2019). 

 Os medicamentos antimoniais estão disponíveis comercialmente em duas formulações, o 

antimoniato de meglumina e o estibogluconato de sódio, sendo este último não comercializado no 

Brasil. Por conseguinte, a OMS padronizou o esquema terapêutico dos antimoniais baseado na 

quantidade de Sb+5 por peso (mg Sb+5/kg/dia) (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010). A 

formulação comercial disponível no Brasil é o antimoniato de meglumina (AM), um medicamento 

injetável com apresentação em frasco-ampola contendo uma solução de 5mL, na concentração de 

1,5g de AM, o que corresponde à 405mg de Sb+5 (BRASIL, 2014, 2017; PAHO, 2019). O 

antimoniato de meglumina é o medicamento de primeira escolha nos casos de LC (todas as formas, 

exceto difusa), LMC e LV, cujo esquema terapêutico varia para cada forma clínica, geralmente de 



30 
 

10mg a 20mg Sb+5/kg/dia, sendo no máximo de 3 ampolas por dia, durante 20-40 dias, 

administrado por via intramuscular ou endovenosa. Nos casos de LC localizada, também pode ser 

usado por via intralesional (BRASIL, 2014, 2017; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010). 

Apresenta efeitos adversos graves no sistema cardiovascular, renal e hepático de forma tempo-

dependente, ou seja, ao longo do tempo de tratamento, aumenta a chance de desenvolver o efeito e 

sua gravidade. Já foi reportado também teratogenicidade e embriotoxicidade. Por isso, é 

contraindicado para pacientes acima de 50, com cardiopatias, nefropatias e hepatopatias e 

gestantes. Além desses, também existem efeitos adversos menos graves, porém frequentes, como 

artralgia, mialgia, náuseas, vômitos, dor abdominal e pancreatite (DEPAQUIT; GAY; 

KALTENBACH, 2019).  

 Embora seja utilizado há mais de 70 anos, o mecanismo de ação do AM ainda é pouco 

elucidado. Acredita-se que envolve a inibição da atividade glicolítica e oxidativa dos ácidos graxos 

nas formas amastigota do parasita, resultando na diminuição do ATP intracelular e fragmentação 

do DNA (FABRINO, 2021; MOREIRA et al., 2017). Outra hipótese é a inibição da enzima 

tripanotiona redutase ou glutationa redutase do parasita, interferindo na expressão gênica 

(FRÉZARD et al., 2013). Além disso, é sugerido que o Sb+5 presente na molécula do AM atuaria 

como uma espécie de pró-fármaco, sendo convertido no organismo em Sb+3, que em contato com 

os fluidos biológico forma Sb(OH)3 e atravessa mais facilmente as membranas celulares do que o 

Sb+5, uma vez que este último adquire carga elétrica quando em fluidos fisiológicos e dificulta sua 

passagem (FRÉZARD; DEMICHELI; RIBEIRO, 2009). Isso está relacionado com a melhor 

eficácia do Sb+3, porém também contribui para sua toxicidade.  

 

2.1.1.2  Anfotericina B (AmB) 

 

 A anfotericina B é um antibiótico poliênico já bastante conhecido por suas atividades 

antifúngicas, que possui também atividade contra leishmaniose, atuando nas formas amastigota e 

promastigota do parasita. Seu mecanismo de ação se dá através da ligação preferencial com o 

ergosterol presentes na membrana plasmática da Leishmania, levando ao aumento do influxo de 

íons, causando morte (ULIANA; TRINCONI; COELHO, 2018; WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2010). É comercializada no Brasil sob a forma de desoxicolato de anfotericina 

B (suspensão coloidal) e anfotericina B lipossomal, ambas formulações injetáveis na forma 
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liofilizada, devido baixa solubilidade e permeabilidade (BCS classe IV). Apresenta instabilidade 

aquosa, por isso deve ser reconstituída no momento do uso, como também ser administrada por via 

endovenosa sob infusão lenta de (4 - 6 horas) devido a toxicidade para as células do endotélio 

vascular, causando flebite em muitos casos. Ainda existem outros efeitos colaterais frequentes e 

dose-dependente, desde os mais leves como cefaleia, febre, calafrios, anemia, dores musculares e 

articulares e hipotensão, até os mais graves como hepatotoxicidade e complicações renais que 

acometem praticamente todos os pacientes (BRASIL, 2014, 2017; PAHO, 2019). 

 A formulação lipossomal de AmB é a opção de primeira escolha em pacientes que não 

podem fazer uso do antimonial. Nisso se inclui casos de LC e LMC em pacientes com idade acima 

de 50anos, com insuficiência renal, cardíaca ou hepática de qualquer idade, gestantes, além dos 

casos graves de LV e de LC com mais de 20 lesões (BRASIL, 2014, 2017; PAHO, 2019). Devido 

ao custo elevado, seu uso de rotina não é realizado, sendo restrito aos casos citados. O esquema 

terapêutico varia para cada caso, sendo geralmente aplicadas doses entre 2 mg a 5 mg/kg/dia sem 

limite de dose máxima diária, até atingir a dose total de 35 mg a 40 mg/kg. A forma desoxicolato 

é a segunda escolha nos casos em que a forma lipossomal não possa ser usada, sendo usado 0,7 mg 

a 1 mg/kg/dia diariamente ou em dias alternados, com a mesma dose máxima (DEPAQUIT; GAY; 

KALTENBACH, 2019). 

 Embora a AmB na forma lipossomal tenha trazido mais eficácia e, principalmente, maior 

segurança por apresentar metade da nefrotoxicidade da formulação convencional (desoxicolato), 

ambas formulações ainda apresentam problemas biofarmacêuticos, e por isso são administradas 

apenas por via endovenosa (HNIK; WASAN; WASANA, 2020). Assim, seu uso é fundamentado 

na sua elevada potência e amplo espectro de atividade, apesar das desvantagens conhecidas. 

 

2.1.1.3  Pentamidina 

 

 As pentamidinas são pertencentes à classe das diaminas aromáticas, comercializada nas 

formas de isetionato e mesilato, usada principalmente em LC em áreas endêmicas dos continentes 

americano, asiático e africano. No Brasil, apresenta-se como isetionato de pentamidina 300 mg, 

liofilizada em frasco ampola, que deve ser reconstituída antes da administração. É administrada 

por via intramuscular ou endovenosa, na dose de 4mg/kg/dia em dias alternados, totalizando 15 

doses, sem ultrapassar a 2g como dose total.  Seus efeitos colaterais mais comuns são anorexia, 
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astenia, náusea, dor abdominal, mialgia, cefaleia, hipoglicemia prolongada, arritmias cardíacas, 

leucopenia, trombocitopenia, insuficiência renal aguda e pancreatite, que pode levar ao 

aparecimento de diabetes mellitus (BRASIL, 2017). Seu mecanismo de ação envolve 

preferencialmente as mitocôndrias do parasita, onde inibe seletivamente o processo de replicação 

de DNA do cinetoplasto, interferindo no mecanismo subjacente à inibição do crescimento do 

parasita (YANG; CHOI; NO, 2016). 

 Seu uso não é indicado no caso de gestação, aleitamento, crianças menores de 1 ano, 

diabetes mellitus, intolerância à glicose, insuficiência renal, insuficiência hepática e doenças 

cardíacas. Entretanto, é considerada o tratamento de primeira escolha nos casos de LC difusa, com 

tratamento realizado nos centros de referência uma vez que trata-se de uma forma clínica rara e 

grave, com difícil resposta terapêutica e cura clínica. É também usada no caso de falha terapêutica 

dos medicamentos de primeira linha (BRASIL, 2017; PICCICA et al., 2021). Exceto esses casos, 

a eficácia da pentamidina não supera à dos antimoniais pentavalentes e anfotericina B, não 

compensando seu uso (DEPAQUIT; GAY; KALTENBACH, 2019). Portanto, a escolha do 

medicamento para tratar a leishmaniose, atualmente, depende de uma avaliação risco-benefício de 

cada caso, visto não existir um tratamento realmente adequado para a doença. Nesse contexto, uma 

abordagem nanotecnológica poderia superar boa parte dessas limitações. 

 

2.1.2 Novas formulações nanotecnológicas 

 

 Mesmo com mais de uma opção de medicamento, o tratamento da leishmaniose possui 

alguns problemas, pois são medicamentos não totalmente eficazes para todos os casos, requer 

internação para administração, acompanhamento médico e de exames laboratoriais para 

monitoração dos efeitos adversos graves e muito frequentes, além de possuir longa duração. Tudo 

isso encarece o tratamento, bem como diminui a adesão dos pacientes, visto que muitos moram em 

locais distantes, de difícil acesso e não possuem condições de se deslocar diariamente para fazer 

uso do medicamento. Portanto, urge o desenvolvimento de novas alternativas terapêuticas, 

principalmente de uso oral, visto que essa forma é mais segura, permitiria tratamento domiciliar e, 

consequentemente, maior adesão dos pacientes. 

 No entanto, algumas limitações como baixa solubilidade, baixa permeabilidade intrínseca 

através das membranas celulares, rápida degradação pelo trato gastrointestinal e incapacidade de 
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atravessar a barreira da mucosa intestinal são características físico-químicas de muitos IFAs, 

antigos e novos, que dificulta o desenvolvimento de medicamentos para administração oral 

(HOMAYUN; LIN; CHOI, 2019; XU et al., 2020). Sendo assim, alguns esforços têm sido 

realizados por pesquisadores para aprimorar a terapêutica da leishmaniose, visando o uso oral, 

sendo uma das estratégias mais utilizadas a obtenção de novas formulações para melhorar as 

características físico-químicas e biofarmacêuticas dos fármacos existentes, dado que envolve 

menos gastos, menos tempo e tem maior chances de sucesso do que o descobrimento de novas 

entidades químicas (BOCHICCHIO; LAMBERTI; BARBA, 2021; FRÉZARD; DEMICHELI; 

RIBEIRO, 2009; PHAM; LOISEAU; BARRATT, 2013). Dentre algumas alternativas possíveis, 

os sistemas de entrega de fármacos em nanoescala (Nano-DDS, do inglês Nanoscale Drug Delivery 

Systems) ganhou destaque visto que abarca as vantagens que sistemas nanotecnológicos podem 

conferir para o desenvolvimento de medicamentos.  

 Com o advento da nanotecnologia e desde a incorporação de Anfotericina B em uma 

formulação lipossomal, outras formulações baseadas em nano-DDS contendo fármacos 

leishmanicidas começaram a ser desenvolvidas, proporcionando outra abordagem terapêutica para 

a leishmaniose. Tal interesse se deve às vantagens que estas formulações podem agregar aos 

agentes terapêuticos, antes com elevada toxicidade e que atingiam baixas concentrações nos locais 

alvos, acarretando melhoras na farmacocinética, aumento na eficácia, diminuição de toxicidade e 

acréscimo de permeabilidade intestinal (ALMEIDA et al., 2017; FARJADIAN et al., 2019). No 

caso da leishmaniose visceral, nanoformulações ganham ainda mais destaque, pois permite uma 

melhor biodistribuição do fármaco e seletividade aumentada para alcançar os tecidos onde o 

parasita se hospeda, como o baço, fígado, medula óssea e linfonodos (DE SOUZA et al., 2018; 

MARQUES et al., 2019).  

  Entre os tipos de nano-DDS mais empregados nos últimos anos estão as nanopartículas e 

complexos fármaco-conjugado. Com o antimoniato de meglumina, os estudos envolveram o uso 

de lipossomas (BORBOREMA, 2010; BORBOREMA et al., 2016; FRÉZARD et al., 2000; 

MOMENI et al., 2013; MOOSAVIAN KALAT et al., 2014; MOOSAVIAN; FALLAH; 

JAAFARI, 2019), nanopartícula poliméricas (ARAGÃO HOROIWA et al., 2020; COSCO et al., 

2021; SARWAR et al., 2017), nanopartícula de albumina (BARAZESH et al., 2018), nanopartícula 

de cobre (ALBALAWI et al., 2021) e compósito a base de nanopartícula de fosfato 

(ALVARENGA et al., 2015). Porém os estudos visando uso por via oral realizados até então são 
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poucos, os quais testaram nanocarreadores sensíveis à polaridade (LANZA et al., 2016), 

nanomontagens com ciclodextrinas (FRÉZARD et al., 2008), complexos anfifílicos de Sb+5 

(FERNANDES et al., 2013) e antimoniato de meglumina em baixo estado de polimerização 

(KATO et al., 2018). 

  Já a anfotericina B possui muitos estudos devido a diversidade de aplicações 

farmacológicas. Entre os mais recentes estudados para leishmaniose, pode-se citar o uso de 

nanopartículas poliméricas (ABU AMMAR et al., 2019; RIEZK et al., 2020; SAQIB et al., 2020; 

SOHAIL et al., 2021), carreador lipídico nanoestruturado (NIMTRAKUL; TIYABOONCHAI; 

LAMLERTTHON, 2019; REBOUÇAS-SILVA et al., 2020), nanopartícula lipídica sólida 

(SOLTANI et al., 2020), lipossoma (JAAFARI et al., 2019) e nanopartícula de albumina (CASA 

et al., 2018). Para uso oral foram testadas nanopartículas poliméricas (KAUR; KUMAR; KUSH, 

2020; RADWAN et al., 2017; SARWAR et al., 2018) nanopartículas lipídicas sólidas 

(CHAUDHARI et al., 2016; PARVEZ et al., 2020) carreador lipídico nanoestruturado (LING 

TAN; ROBERTS; BILLA, 2019), conjugado fármaco-lipídio (THANKI; DATE; JAIN, 2019), 

micelas poliméricas (NIMTRAKUL et al., 2020) e lipossomas (RAMOS et al., 2022). Foi 

encontrado também nanocarreador com terapia combinada entre os fármacos, como niossomas 

contendo AmB e AM (MOSTAFAVI et al., 2019). Quanto à pentamidina, a quantidade de estudos 

atuais foi bem inferior aos demais fármacos (ANDREANA et al., 2022), sendo as nanoformulações 

usadas as nanopartículas poliméricas (VALLE et al., 2019), testada para uso oral e o conjugado 

fármaco-polímero (SCALA et al., 2018). De forma geral, os estudos com diferentes fármacos nos 

diversos nanocarreadores estão em estágio inicial, fase pré-clínica de pesquisa e com resultados 

em modelos animais, que embora sejam encorajadores, ainda precisam avançar para fase clínica 

para trazer maior confiança. 

 Diante dos estudos que têm sido reportados, observa-se que os nano-DDS são estratégias 

muito estudadas visando contornar problemas biofarmacêuticos. Ao longo dos anos de pesquisa 

com nanotecnologia, muitos medicamentos receberam aprovação regulatória e são 

comercializados, o que sugere mais crescimento futuro (ABDEL-MAGEED et al., 2021; 

FARJADIAN et al., 2019). Alguns medicamentos baseados em nanoformulações estão em 

processo de aprovação nas agências reguladoras para leishmaniose (PANDIAN et al., 2021). No 

que tange a via oral, as nanopartículas são destaque, onde as revisões mostram a quantidade de 

pesquisas avaliando a viabilidade desses sistemas para os diferentes fármacos, indicando como 



35 
 

estratégias promissoras anti-leishmaniose (JAMSHAID; DIN; KHAN, 2021; PHAM; LOISEAU; 

BARRATT, 2013). 

 

2.2 NANOPARTÍCULAS COMO DRUG DELIVERY SYSTEMS 

 

 Os sistemas de entrega de fármacos em nanoescala (Nano-DDS, do inglês Nanoscale Drug 

Delivery Systems) são sistemas em escala nanométrica, variando entre 1 e 1000 nm, projetados para 

carrear um insumo farmacêutico por todo o corpo, de maneira controlada, para fins de prevenção, 

tratamento e diagnóstico (ABDEL-MAGEED et al., 2021; PATRA et al., 2018). Existe uma 

infinidade de nano-DDS de acordo com os materiais utilizados para prepará-los, e cada vez mais 

estão surgindo novos. Entre os principais estudados atualmente pode-se citar lipossomas (e suas 

variações), nanopartículas lipídicas sólidas, nanocristais, carreadores lipídicos nanoestruturados, 

micelas poliméricas, nanopartículas poliméricas, nanopartículas proteicas, nanoemulsões, 

microemulsões, nanopartículas metálicas, nanotubos de carbono e pontos quânticos (MITCHELL et 

al., 2020; PATRA et al., 2018). Ainda existem variações quanto a morfologia, podendo se subdividir 

entre nanocápsulas e nanoesferas, o que os diferenciam em sistemas reservatórios e matriciais 

respectivamente. Portanto, a nanotecnologia nos fornece ampla variedade de nanocarreadores para 

múltiplas aplicações, o que permite projetar cautelosamente seu emprego no desenvolvimento de 

medicamentos inovadores. 

 A nanomedicina é um campo emergente no mercado farmacêutico que tem desenvolvido 

carreadores nanométricos para incorporação de IFAs, visando obtenção de medicamentos para 

diversas doenças. As pesquisas têm sido encorajadoras e cresceram muito rapidamente nos últimos 

anos diante da quantidade de novos medicamentos registrados e sob processo de registro para 

comercialização (ABDEL-MAGEED et al., 2021; BOBO et al., 2016; FARJADIAN et al., 2019). 

Em comparação aos medicamentos tradicionais, os nanomedicamentos possuem propriedades 

especiais estruturais, físico-químicas, magnéticas, elétricas e biológicas que conferem uma série de 

vantagens. Destaca-se o aumento da estabilidade, solubilidade e permeabilidade de IFAs, acréscimo 

do tempo de circulação, promoção da captação celular e tecidual, manutenção de janela terapêutica, 

e a melhor eficácia. Assim, os nano-DDS podem oferecer terapias alternativas aprimoradas tanto por 

obtenção de novos medicamentos, como por reformulação dos medicamentos tradicionais utilizados, 

superando os problemas relacionados aos tratamentos atuais (DATE; HANES; ENSIGN, 2016; 
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SCIOLI MONTOTO; MURACA; RUIZ, 2020). No caso de doenças parasitárias como a 

leishmaniose, isso permite melhorar a meia-vida e circulação do fármaco, permitir entrega 

direcionada ao local da infecção, melhorar a tolerabilidade, diminuir desenvolvimento de resistência 

e até melhorar o regime terapêutico (DE SOUZA et al., 2018; JAMSHAID; DIN; KHAN, 2021).  

 A escolha do tipo do nanocarreador depende do objetivo e aplicação desejados. Assim, a 

seleção da nanopartícula pode ser baseada nas características físico-químicas dos fármacos 

(solubilidade, estabilidade, permeabilidade), na bioquímica dos alvos pretendidos, compatibilidade 

do material a ser usado e as características de liberação do produto final. Além disso, a transposição 

de escala deve ser pensada quando a intenção é lançar um produto no mercado, visto que serão 

necessários testes para solicitar aprovação de órgãos reguladores governamentais. Portanto, deve-se 

levantar as vantagens e desvantagens de diferentes tipos de nanopartículas e seus métodos de 

fabricação. 

 

2.2.1 Nanopartículas lipídicas 

 

 Nanopartículas lipídicas são dispersões coloidais com tamanho nanométrico, geralmente 10-

500nm, constituídos de lipídios sólidos à temperatura ambiente e corporal que são dispersos em uma 

fase aquosa e estabilizados por tensoativos. Sua estrutura é semelhante às emulsões do tipo óleo/água, 

se diferenciando na formação de uma matriz sólida como fase oleosa (MEHNERT; MÄDER, 2012; 

NASERI; VALIZADEH; ZAKERI-MILANI, 2015). São compostas por lipídios aprovados como 

compostos geralmente considerados como seguros (GRAS), biodegradáveis e biocompatíveis, o que 

representam uma vantagem por possuírem composição semelhantes aos constituintes das membranas 

celulares e não se acumularem no organismo (GORDILLO-GALEANO; MORA-HUERTAS, 2018). 

Podem possuir aspecto leitoso, quando as partículas possuem tamanho >200nm e translúcido, se 

possuir partículas <200nm. Além disso, apresentam efeito Tyndal e reflexo azulado característicos 

de dispersões coloidais (CARVALHO et al., 2018; HELGASON et al., 2015).  

 O surgimento das nanopartículas lipídicas ocorreu no início da década de 90, com o intuito 

de minimizar/superar os problemas de armazenamento e estabilidade de outros sistemas 

nanoestruturados existentes, como os lipossomas e nanoemulsões (MISHRA; SHANDILYA; 

MISHRA, 2018; MULLER; SHEGOKAR; KECK, 2011). Isso porque, sua composição foi pensada 

para produzir uma matriz sólida que poderia conferir maior retenção do fármaco do que os lipídios 
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que formam vesículas como os lipossomas, assim como serem estruturalmente mais estáveis e 

oferecem melhor proteção aos IFAs contra fatores extrínsecos e intrínsecos (NASERI; 

VALIZADEH; ZAKERI-MILANI, 2015). Em comparação às nanopartículas poliméricas, as 

nanopartículas lipídicas possuem menor toxicidade e ativação do sistema imunes, bem como 

possibilitam maior biodisponibilidade oral dos fármacos, por promover absorção para circulação 

linfática e sanguínea no intestino, evitando o metabolismo de primeira passagem (LI et al., 2017; 

SCIOLI MONTOTO; MURACA; RUIZ, 2020). 

 As primeiras nanopartículas lipídicas desenvolvidas, consideradas de primeira geração, 

foram as nanopartículas lipídicas sólidas (NLS), composta apenas de lipídios sólidos à temperatura 

ambiente e corporal, de diferentes tipos e comprimentos de cadeia, tais como ácidos graxos, mono-, 

di- e triglicerídeos, ceras ou suas misturas. A seleção apropriada de lipídios e tensoativos propicia 

tamanhos de partícula e estabilidade adequados. São produzidas, tipicamente, com os lipídeos 

fundidos para que ocorra a emulsificação, juntamente com os tensoativos e fase aquosa, através do 

fornecimento de alta energia para formar as gotículas lipídicas, que após arrefecimento recristalizam 

e formam as partículas sólidas (GORDILLO-GALEANO; MORA-HUERTAS, 2018; MISHRA; 

SHANDILYA; MISHRA, 2018). Suas vantagens incluem encapsulamento de ativos hidrofílicos e 

lipofílicos, liberação modificada, obtenção fácil e possível sem uso de solvente e perspectiva de 

desenvolvimento industrial em larga escala (MIRCHANDANI; PATRAVALE; BRIJESH, 2021; 

SAKELLARI et al., 2021).  

No entanto, evidenciou-se problemas relacionados ao vazamento dos fármacos ao longo do 

tempo, os quais foram relacionados às transições polimórficas que ocorrem com os lipídeos. Durante 

o armazenamento, os lipídeos tendem a sair da forma polimórfica menos estável que se estabeleceu 

durante a recristalização (α e β’) e retornar à forma mais estável (β), que é mais cristalina e promove 

um rearranjo da matriz lipídica para um estado altamente ordenado, acarretando a expulsão do 

fármaco (GORDILLO-GALEANO; MORA-HUERTAS, 2018; SEVERINO et al., 2011). Esse 

efeito de expulsão é diretamente proporcional à pureza dos lipídeos e pode ocorrer durante 

resfriamento no processo de obtenção ou um tempo após, ao longo do armazenamento. Como 

consequência, além da diminuição da quantidade de fármaco encapsulado, pode levar ao aumento do 

tamanho das partículas e processos de instabilidade. Para contornar esses problemas, um novo tipo 

de nanopartículas lipídicas foi desenvolvido. 
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2.2.1.1  Carreador Lipídico Nanoestruturado (CLN) 

 

 Ao final da década de 90, surgiram os carreadores lipídicos nanoestruturados (CLN), 

composto a partir da mistura binaria de lipídeos sólidos e líquidos, com a promessa de propriedades 

melhoradas de encapsulamento e estabilidade física, sendo considerados a segunda geração de 

nanopartículas lipídicas (JAVED et al., 2022). A inclusão dos lipídeos líquidos à composição evita a 

recristalização completa dos lipídios sólidos, inclusive durante o período de armazenamento, 

possibilitando a formação de uma nanopartícula com matriz imperfeita que favorece maior 

encapsulamento, diminuição da expulsão do fármaco ao longo do tempo e, consequentemente, 

melhor estabilidade que as nanopartículas lipídicas sólidas (GORDILLO-GALEANO; MORA-

HUERTAS, 2018; MULLER; SHEGOKAR; KECK, 2011; MÜLLER et al., 2016). As diferenças 

entres as duas nanopartículas são ilustradas na Figura 2 abaixo. 

 

Figura 2  - Ilustração sobre diferença entre a matriz de NLS e CLN e a incorporação de fármacos ao longo do 

armazenamento 

 

Fonte: adaptado de Souza (2020). Legenda: NLS= nanopartículas lipídicas sólidas; CLN = carreador lipídico 

nanoestruturado; IFA = insumo farmacêutico ativo. 

 

 Os CLNs podem ser compostos de lipídios naturais ou sintéticos, em concentrações até 30% 

do total da formulação, com proporções de sólido e líquido que geralmente variam de 99:1 a 50:50. 
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Entretanto, grande atenção deve ser dada à formulação a ser desenvolvida, visto que alta quantidade 

de lipídeo dificulta a obtenção de tamanhos homogêneos, favorece instabilidade e pode tornar a 

formulação semissólida. Além disso, altas proporções de lipídio líquido na mistura podem provocar 

saturação e impedir a solidificação da partícula (APOSTOLOU et al., 2021; PATHAK; KESHRI; 

SHAH, 2011). Sendo assim, existem proporções ideais para diferentes combinações de lipídeos, os 

quais podem alcançar as características desejáveis se estudas previamente.  A depender do tipo de 

lipídeo sólido e líquido, e das proporções entre cada um, podem ser formados CLNs com matrizes 

de três tipos diferentes durante o processamento, cuja quantidade e disposição do fármaco na 

nanopartícula são variáveis (MÜLLER et al., 2016; YANG et al., 2014). Como é possível visualizar 

na Figura 3, os tipos de matrizes são classificados como: matriz imperfeita, amorfa ou múltipla.  

 

Figura 3 - Tipos de CLN de acordo com a matriz lipídica formada 

 

 Fonte: autoria própria. 

 

Na matriz do tipo imperfeita, a mistura dos lipídios sólido e líquido forma várias estruturas 

lipídicas de formatos diferentes e menos cristalinas, configurando uma matriz desordenada com 

lacunas entre as estruturas que permitem acomodar melhor o fármaco. Esse tipo requer o uso de 

lipídios estruturalmente diferentes. A matriz amorfa (não cristalina) ocorre quando a mistura de 

lipídeos é homogênea, evitando a recristalização do lipídeo ao resfriar, formando uma partícula sem 

estrutura definida com fármaco disperso por toda a matriz. Já o tipo múltiplo ocorre com a formação 

de compartimentos de lipídeos líquidos distribuídos na matriz, semelhante à estrutura de emulsões 

múltiplas, em que o fármaco pode ficar incorporado nos compartimentos líquidos ou na matriz sólida 

(GORDILLO-GALEANO; MORA-HUERTAS, 2018; HOUACINE; ADAMS; SINGH, 2020). 
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 Tais diferenças estruturais influenciam diretamente no perfil de liberação dos fármacos nos 

nanocarreadores. Geralmente, uma matriz do tipo múltiplo confere uma liberação mais controlada, 

visto que o fármaco incorporado no compartimento líquido está circundado por lipídio sólido, 

dificultando a difusão dele para o meio externo. Portanto, essas estruturas diferentes, específicas do 

CLN, conferem vantagens diferenciais dos SLN para melhor incorporação de fármacos e menor 

extravasamento ao longo do armazenamento (DAS; NG; TAN, 2012; HOUACINE; ADAMS; 

SINGH, 2020). Essas vantagens somadas às características das nanopartículas lipídicas oferecem de 

proteção aos IFAs, baixa toxicidade, menor ativação do sistema imune, fácil obtenção sem 

necessidade de solvente orgânico, baixo custo e versatilidade química, tornam os CLNs formulações 

muito atrativas para o desenvolvimento de medicamentos para as diferentes vias de administração. 

Além disso, possuem vantagens para administração oral, pois permitem maior permeabilidade 

intestinal, absorção por circulação sanguínea e linfática, possibilitando maior biodisponibilidade 

(ANSARI et al., 2015; DAS; NG; TAN, 2012; DATE; HANES; ENSIGN, 2016). Por fim, o uso de 

CLNs como nano-DDS permite melhoria das propriedades físico-químicas e biofarmacêuticas dos 

IFAs, perfil de liberação controlada e/ou prolongada de fármacos, redução de doses terapêuticas e 

direcionamento ao local de ação, o que propicia redução de toxicidade. Tais propriedades são 

dependentes das características das nanopartículas, sendo necessária uma abordagem rigorosa quanto 

à caracterização para garantir a qualidade do produto e segurança do seu uso. 

 

2.2.1.2  Caracterização físico-química 

 

 Entre os critérios mais importantes de qualidade das nanopartículas estão o tamanho, a 

distribuição e homogeneidade de tamanho, morfologia e estabilidade, pois influenciam diretamente 

na performance e eficácia. Por isso, as caracterizações das propriedades físico-químicas dos CLNs 

são realizadas rotineiramente. Os principais testes incluem avaliação do diâmetro médio, do índice 

de polidispersão (PdI) e medida do potencial zeta (PZ), os quais confirmam a qualidade do sistema 

obtido, bem como permitem avaliação de estabilidade física ao longo do tempo de armazenamento 

(DANAEI et al., 2018; MANAIA et al., 2017). Medidas de pH podem ser feitas para avaliação da 

estabilidade química da dispersão coloidal, principalmente quando se trata de formulações compostas 

de lipídeos que podem sofrer degradação, gerando ácidos graxos livres que provocam alterações no 

pH do sistema. Adicionalmente, técnicas mais avançadas como difração de raios X, espectroscopia 
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de infravermelho, análises térmicas e microscopias podem ser utilizadas para elucidar melhor as 

estruturas dos nanocarreadores e sua interação com os fármacos, ajudando a compreender e 

relacionar seu comportamento no organismo (MOURDIKOUDIS; PALLARES; THANH, 2018). 

 O tamanho é um atributo muito crítico das nanopartículas que afeta a estabilidade, eficiência 

de encapsulamento, perfil de liberação do fármaco, permeabilidade e biodistribuição, A 

permeabilidade celular depende da endocitose e outros mecanismos, que ocorrem principalmente 

com partículas menores de 300nm, variando mais ou menos para cada via de administração, sendo 

para a via oral uma permeabilidade mais acentuada quando se trata de tamanhos de partículas 

<100nm  (BANERJEE et al., 2016; LI et al., 2016). Além disso, uma formulação eficaz, com boa 

segurança e estabilidade requer distribuição de tamanho homogênea, ou seja, um sistema 

monodisperso. Nesse sentido, a avaliação do índice de polidispersão (PdI) é adequada pois mostra a 

distribuição dos tamanhos das partículas dentro de uma determinada amostra, cuja representação 

numérica varia de 0,0 a 1,0, sendo valores <0,1 considerados monodispersos e indica uma população 

mais homogênea de partículas, valores entre 0,2 e 0,3 indicam distribuição estreita de tamanhos e 

acima 0,4 reflete um sistema polidisperso, cuja distribuição de tamanhos é ampla (DANAEI et al., 

2018). Essas avaliações podem ser feitas pela técnica de espalhamento dinâmico de luz (DLS), que 

é amplamente empregada para tais análises. É uma técnica não invasiva, rápida e precisa que oferece 

boas estatísticas em relação ao diâmetro hidrodinâmico das nanopartículas por meio da avaliação de 

dispersão da luz em função do tempo, proveniente do movimento Browniano (CARVALHO et al., 

2018; GORDILLO-GALEANO; MORA-HUERTAS, 2021). Uma técnica complementar para 

avaliação do tamanho de partículas são as microscopias eletrônicas, que também fornecem uma 

avaliação da morfologia das partículas. 

 O potencial zeta (PZ) reflete a diferença de potencial entre a dupla camada elétrica das 

partículas móveis e a camada de dispersante ao redor delas no plano de cisalhamento. Através do PZ, 

medido por mobilidade eletroforética, obtém-se a magnitude da carga de superfície das 

nanopartículas, que estará relacionada a uma maior ou menor repulsão eletrostática (CARVALHO 

et al., 2018; GORDILLO-GALEANO; MORA-HUERTAS, 2021). Quando duas partículas se 

aproximam, eleva a interferência entre as camadas elétricas, aumentando também a atração de Van 

der Waals. Porém, quando existem cargas suficientes na superfície das nanopartículas, a repulsão 

eletrostática é maior do que as forças de atração, e as partículas permanecem dispersas e estáveis. 

Para isso, estudos demonstram ser necessário um PZ superior à 30mV (em módulo), considerando 



42 
 

partículas que não possui impedimento estérico como outra fonte de estabilização. Caso contrário, as 

forças de atração serão maiores e as partículas se agregarão (GORDILLO-GALEANO; MORA-

HUERTAS, 2018; KOVACEVIC et al., 2011). Quando os valores de PZ são baixos, a agregação só 

poderá ser impedida se houver impedimento eletrostático. Isso é possível para sistemas que contêm 

tensoativos não iônicos, porque sua presença na superfície das nanopartículas fornece barreira 

estérica que também atua como força de repulsão, evitando a agregação (CHOI; ADITYA; KO, 

2014; KOVACEVIC et al., 2011). Além disso, o PZ é influenciado pela concentração da suspensão, 

pelo solvente, pH e presença de eletrólitos, visto que todos esses podem promover mudanças nas 

cargas elétricas na superfície da nanopartícula, causando alterações na magnitude do potencial zeta 

e, em muitos casos, o sinal da carga exibida pelas partículas (BROWN; GOEL; ABBAS, 2016; 

MANAIA et al., 2017). 

 Como o DLS pode fornecer informações sobre variação de tamanhos e PdI para indicação de 

tendência de agregação, e o potencial zeta sobre suficiência da repulsão eletrostática, estes 

parâmetros podem ser avaliados em conjunto para uma caracterização mais completa do sistema e 

acompanhamento de estabilidade (BHATTACHARJEE, 2016; FARKAS; KRAMAR, 2021). 

Portanto, a avaliação desses parâmetros ao longo do tempo de armazenamento fornece, informações 

sobre o surgimento de fenômenos de instabilidade no sistema, pois quanto mais rápido e mais 

pronunciados forem o aumento dos tamanhos e do PdI e a diminuição do potencial zeta, menos 

estável pode se encontrar o sistema. 

 Existem também diversas outras técnicas que auxiliam na determinação da estrutura, 

composição, morfologia e demais características das nanopartículas. A espectroscopia de 

infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) é uma técnica baseada na medição da absorção 

de radiação eletromagnética com comprimentos de onda na região do infravermelho médio (4000–

400 cm−1). Moléculas que absorvem radiação no infravermelho fornece um espectro que mostram a 

posição de bandas e intensidade de picos relacionados às suas ligações e grupos funcionais 

específicos, gerando informações sobre sua estrutura (ROJEK; WESOLOWSKI, 2019). Assim, é 

possível obter informações sobre a composição de materiais, estrutura da molécula e formação de 

ligações. Através da comparação do espectro do IFA e de cada componente das nanopartículas é 

possível obter informações sobre interações, compatibilidade, confirmação da incorporação do 

fármaco no sistema e até presença de ligantes específicos na superfície das nanopartículas 

(CHADHA; BHANDARI, 2014). 
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 Para avaliação do comportamento térmico das matérias-primas e dos sistemas desenvolvidos 

a Termogravimetria (TG) e calorimetria exploratória diferencial (DSC) são as técnicas mais 

utilizadas. Através das análises térmicas é possível obter informações relevantes como pureza, 

mudanças de fase polimórfica, alteração de estado físico e decomposição dos materiais, sendo 

importantes para controle de qualidade das matérias-primas e sistemas obtidos (MANSFIELD, 

2015). A TG avalia a perda de massa em eventos térmicos dos materiais, sendo frequentemente 

utilizada para estudos de compatibilidade, comparando as curvas de misturas fármaco-excipiente 

com as dos ingredientes isolados das formulações (CHADHA; BHANDARI, 2014; 

MOURDIKOUDIS; PALLARES; THANH, 2018).  

A DSC é uma técnica termoanalítica na qual são medidas a entalpia e temperatura dos eventos 

térmicos das amostras submetidas ao aquecimento controlado em atmosfera inerte ao longo do tempo 

(MOURDIKOUDIS; PALLARES; THANH, 2018). Eventos térmicos tais como fusão, 

recristalização, decomposição e transição de vítrea podem ser analisados, permitindo elucidar o 

estado físico dos insumos antes a após obtenção das nanopartículas e identificar potenciais interações 

químicas. No caso de formulações lipídicas, o DSC também permite identificar o índice de 

cristalinidade de misturas de lipídeos e da nanopartícula, bem como avaliar transições polimórficas, 

podendo ser aprimorado com avaliações em DRX (ROCHA et al., 2022; TENGKU-ROZAINA; 

BIRCH, 2019). A difração de raios X (DRX) é um dos métodos mais usados para avaliar os aspectos 

estruturais de amostras e nanocarreadores. A técnica mede a interação da difração de raios X com 

redes cristalinas ou estados amorfos de uma amostra, identificando a estrutura, o tamanho médio dos 

cristais e o grau de cristalinidade. Trata-se de um método valioso para entender a cristalinidade da 

matriz lipídica nas nanopartículas, e variações polimórficas dos lipídeos isolados e no sistema 

(RIBEIRO et al., 2015; SEVERINO et al., 2012; TETYCZKA et al., 2019).  

 

2.2.1.3 Liofilização 

 

Através da caracterização físico-química das nanopartículas é possível saber se as mesmas 

possuem as propriedades condizentes com a qualidade do sistema, as quais contribuirão com sua 

estabilidade à longo prazo. A estabilidade é uma propriedade importante que traz evidências de como 

as características físico-químicas de um produto varia com o tempo sob a influência de uma variedade 

de fatores ambientais e também fatores intrínsecos, definindo suas condições ideais de 
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armazenamento (PEREIRA, 2015; WHO TECNICAL SERIES REPORT, 2018). Em outras 

palavras, sua avaliação contribui para orientar o desenvolvimento da formulação e fornece subsídios 

para aperfeiçoamento destas, produzindo informações sobre a qualidade e segurança dos produtos. 

As nanopartículas, assim como demais sistemas coloidais, podem sofrer instabilidade físico-

química durante período de armazenamento, devido à possibilidade de ocorrência de agregação das 

partículas e sedimentação, degradação dos componentes e até mesmo liberação da substância ativa 

para a fase aquosa (MEHNERT; MÄDER, 2012; TRENKENSCHUH; FRIESS, 2021). Isso ocorre 

devido ao movimento das partículas em dispersão que, mesmo com um sistema tensoativo eficaz, 

pode levar à choques que à longo prazo favorece aglomeração e, consequentemente, início de 

instabilidade (CALGAROTO, 2018). Assim, uma forma de minimizar esses problemas de 

instabilidade é a remoção de água do sistema, já que as partículas em dispersão possuem facilidade 

de movimentação e de reação entre os componentes, além de proliferação de micro-organismos. 

Ademais, materiais secos facilitam obtenção de medicamentos durante a transposição de escala. 

Entre os processos de secagem disponíveis, a liofilização destaca-se por não empregar altas 

temperaturas, o que é importante para a estabilidade das nanopartículas e dos IFAs termossensíveis 

ou de baixo ponto de fusão. Tal vantagem se deve ao fato de que a liofilização é baseada na remoção 

da água por sublimação sob condições de baixa pressão ou vácuo, a qual ocorre em três etapas: 

congelamento (solidificação), secagem primária (sublimação do gelo) e secagem secundária 

(dessorção da água) (HOWARD et al., 2012). Na etapa de congelamento, os cristais de água se 

formam no líquido solidificado, onde uma pequena quantidade de água ainda permanece no estado 

líquido, a qual é conhecida como água ligante. A secagem primária está relacionada com a 

sublimação da água no estado sólido, que passa direto da porção que foi seca para a superfície da 

amostra, seguindo pela secagem da superfície onde o vapor passa da amostra para a câmara do 

condensador. Já a secagem secundária consiste na remoção da água adsorvida ao produto 

(CALGAROTO, 2018; PEREIRA, 2015). 

Existem várias formas de congelamento de nanopartículas descritas na literatura, tais como 

nitrogênio líquido e ultrafreezers com diferentes temperaturas, sendo esta uma etapa de grande 

importância na liofilização, uma vez que tais condições de congelamento podem influenciar na 

eficiência de secagem e nas características finais do liófilo, podendo causar problemas às 

nanopartículas. Isso porque, durante a etapa de congelamento da amostra, ocorrem diferentes tensões 

ao produto e a formação de um concentrado de nanopartículas que podem se fundir e/ou agregar. Por 
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esta razão, agentes crioprotetores devem ser adicionados às dispersões de nanopartículas antes de 

iniciar o congelamento (LUO, W. C. et al., 2021; TRENKENSCHUH; FRIESS, 2021). Tais 

excipientes atuam para conseguir uma proteção na fase de solidificação, devido à formação de uma 

matriz amorfa em torno das estruturas que promove espaçamento entre as partículas, evitando a 

agregação e facilitando a ressuspensão das mesmas. Entre os crioprotetores mais utilizados estão 

açúcares como a trealose, sacarose, glicose, lactose e manitol (DOKTOROVOVA et al., 2013; 

HOWARD et al., 2012).  

As pesquisas demonstram diferentes resultados nos processos de liofilização devido à 

diversidade de crioprotetores e nanopartículas estudadas, onde a razão crioprotetor/nanopartícula é 

um critério importante a ser considerado. Geralmente, concentrações de crioprotetor podem variar 

de 5 à 30% para alcançar a estabilidade do sistema e manutenção das características originais após 

redispersão, podendo ocorrer variações nas concentrações para mais ou para menos 

(DOKTOROVOVA et al., 2013). Alguns estudos relatam proporções de crioprotetor de 1/1 até 1/10 

(m/m) em relação à quantidade de lipídeo na amostra. Entretanto, concentrações muito baixas podem 

prejudicar a secagem efetiva e inviabilizar a redispersão, bem como concentrações muito altas podem 

levar à formação de partículas aglomeradas e sedimentação. Tudo dependerá também da composição 

das nanopartículas e concentração das mesmas (PEREIRA, 2015; TRENKENSCHUH; FRIESS, 

2021). Nesse contexto, é necessária uma investigação do tipo e concentração de crioprotetores a ser 

usados, de modo a conferir a integridade das nanopartículas durante o processo, mantendo suas 

características próximas às anteriores a secagem, uma vez que a conservação das características 

originais do produto é um fator importante para uma liofilização bem-sucedida. 

 

2.3 ENSAIO DE PRÉ-FORMULAÇÃO E OTIMIZAÇÃO  

 

A produção de nanopartículas é complexa, porque pequenas modificações no processo de 

fabricação afetam as nanopartículas em termos de características físico-químicas (ou seja, tamanho 

de partícula, índice de polidispersão e forma de partícula), parâmetros biológicos (ou seja, liberação, 

permeação, absorção) e atividade farmacológica. Assim, é importante considerar diversos parâmetros 

da fabricação para se obter uma formulação com resultados consistentes. Para isso, é necessário 

projetar formulações de forma a garantir a qualidade do produto pretendido, o que requer o controle 

dos fatores críticos envolvidos na variabilidade do produto e dos métodos.  
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O planejamento experimental, também conhecido como Design of experiments (DoE), é uma 

abordagem sistemática de execução de experimentos com objetivos predefinidos para avaliar 

parâmetros que podem influenciar no resultado final. Essa abordagem atraiu muita atenção 

recentemente para a otimização de nanopartículas, com o intuito obter nanocarreadores com os 

características de qualidade necessárias, baseado na triagem dos atributos críticos do material e 

parâmetros críticos do processo (POLITIS et al., 2017; TAVARES LUIZ et al., 2021). Para isso, 

vários modelos matemáticos e testes estatísticos estão disponíveis para avaliação dos parâmetros que 

influenciam as características físico-químicas das formulações e o efeito desses parâmetros é avaliado 

perante as principais características das nanopartículas.  

O DoE é aplicável quando um grande número de variáveis pode interferir nos produtos. Ele 

ajuda e entender como os fatores de entrada (variáveis independentes) afetam as respostas (variáveis 

dependentes), que são os parâmetros desejados do produto. Assim, é possível otimizar as respostas 

baseado nos parâmetros a ser analisado em diferentes níveis (JAVED et al., 2022). No caso das 

nanopartículas lipídicas, as características desejadas mais avaliadas são o tamanho, índice de 

polidispersão, potencial zeta e eficiência de encapsulamento do fármaco. Já os principais fatores que 

influenciam nessas características estão relacionados à sua composição, como o tipo e quantidade de 

lipídeos, tipos e proporções de tensoativos, quantidade de fármaco e proporção de cada componente 

da formulação, assim como aos parâmetros dos métodos de obtenção, que incluem o tempo e taxa de 

emulsificação, velocidade de homogeneização, tempo e amplitude de sonicação, pressão e número 

de ciclos de homogeneização, entre outros fatores a depender do método (MUSIELAK; FELICZAK-

GUZIK; NOWAK, 2022; PINTO et al., 2019; TAVARES LUIZ et al., 2021). As etapas de execução 

de um planejamento experimental são apresentadas por uma matriz, que compreende o plano formal 

construído para conduzir o planejamento, incluindo os fatores, níveis e os experimentos resultantes 

da combinação deles. Os experimentos são executados em ordem aleatória para diminuir a 

interferência de variáveis incontroláveis. A partir de então, são realizadas as avaliações para obtenção 

das respostas que em seguida são analisadas utilizando modelos estatísticos para tratamento e 

interpretação dos dados (BEHBAHANI et al., 2017). 

Os modelos matemáticos comumente usados para desenvolver nanocarreadores incluem o 

planejamento fatorial fracionado e o completo, e os métodos de superfície resposta como o 

planejamento composto central e Box-Behnken. Um experimento fatorial permite observar os efeitos 

que vários fatores podem ter sobre uma resposta, onde apenas os níveis estabelecidos para os fatores 
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são testados, completo ou fracionado, e utilizados no cálculo dos efeitos nas respostas. Já os métodos 

de superfície de resposta têm níveis adicionais ao estabelecido, onde é possível avaliar os fatores em 

uma região definida entre os níveis, e estimar quais os níveis ótimos dos fatores para uma 

determinada resposta (JAVED et al., 2022; TAVARES LUIZ et al., 2021). Independente do modelo 

utilizado, um ensaio de pré-formulação realizado através do DoE e sua avaliação estatística fornecem 

conclusões mais precisas do que a abordagem aleatória ou tentativa e erro. Isso porque os resultados 

do DoE reduzem o número de tentativas experimentais e fornecem conjuntos de dados mais 

informativos, além de permitir estudar a interação entre vários fatores e condições (BEG et al., 2019; 

POLITIS et al., 2017). Dessa forma, é possível obter as melhores formulações e designar a eleita 

para ser reproduzida e seguir demais ensaios ao longo da pesquisa. 

 

2.4 AVALIAÇÃO DE CINÉTICA DE LIBERAÇÃO IN VITRO 

 

Confirmada a qualidade das propriedades coloidais das nanopartículas, alguns ensaios de 

desempenho in vitro são necessários para avaliação prévia de cinética, atividade farmacologia e 

toxicidade, servindo também para correlações in vitro/in vivo. Assim como acontece com a maioria 

das formas de farmacêuticas, a qualidade e o desempenho do produto devem ser verificados através 

de vários experimentos. Dado que nanopartículas são sistemas de entregas de fármacos, é 

imprescindível que seja avaliada sua liberação in vitro para entender a maneira que os IFAs são 

liberados e poder elaborar seu perfil cinético. A utilidade e importância dos testes de liberação in 

vitro são tanto do ponto de vista do desenvolvimento de medicamentos quanto do ponto de vista de 

controle de qualidade. 

Algumas técnicas são relatadas para determinar o padrão de liberação in vitro de fármacos 

encapsulados em nanopartículas, como liberação direta por agitação, agitação seguida por 

centrifugação/ultracentrifugação, células de difusão de compartimento com membranas, e difusão 

através de bolsa de diálise (JAIN; THAREJA, 2019). A escolha do método dependerá da 

disponibilidade de materiais, adequação aos nanocarreadores e fármacos estudados, via de 

administração simulada no ensaio, praticidade e reprodutibilidade das condições. Geralmente, os 

mais utilizados são as técnicas que usam membranas pois facilitam a remoção das nanopartículas do 

meio de liberação para análise sem necessidade de filtração (D’SOUZA, 2014; MIRCIOIU et al., 

2019). Entre estes, o método de diálise têm sido o mais versátil e popular para avaliar a liberação de 
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fármacos em nanopartículas para administração oral e parenteral, enquanto células de difusão por 

compartimento, como as células de Franz, mais empregadas para administração cutânea 

No método de bolsa de diálise, as nanopartículas são introduzidas em um saco de diálise de 

tamanho de poro previamente definido, que posteriormente é selado e colocado em um recipiente 

maior contendo meio de liberação, e mantido sob agitação e temperaturas constantes. O fármaco 

liberado das nanopartículas é difundido através da membrana de diálise para o compartimento 

externo de onde são retiradas amostras para análise em intervalos de tempos determinados. Por isso, 

a seleção da membrana com tamanho de poro adequado (MWCO - Molecular Weight Cut-Off) não 

pode ser esquecida. Além disso, a seleção do meio de liberação de acordo com as condições do teste 

deve ser avaliada baseado na via de administração testada, bem como o volume do meio, visto que a 

solubilidade do fármaco no meio é essencial, considerando a manutenção das condições sink 

(D’SOUZA, 2014; HEREDIA et al., 2022). Em geral, a quantidade de amostra contida na bolsa de 

diálise é significativamente menor do que o volume do meio externo. 

A liberação do fármaco das nanopartículas pode ocorrer através de diferentes mecanismos e 

o uso de modelos matemáticos permite a elucidação desses mecanismos de liberação, descreve os 

perfis de liberação e serve para representar e comparar perfis (D’SOUZA, 2014). Entre os 

mecanismos possíveis estão o desprendimento do IFA aderido à camada externa, difusão através da 

matriz, relaxamento da matriz, erosão da matriz e/ou combinação de processo de difusão e erosão. 

Esse comportamento irá depender da solubilidade inerente do fármaco, composição da nanopartícula, 

tipo de nanocarreador, presença de cargas superficiais. Em matrizes insolúveis ou inertes é comum 

que ocorra a penetração de líquido na matriz, seguido de difusão do fármaco pelos poros deixados 

pelo solvente. Neste caso, a matriz permanece inalterada ao longo de toda a difusão, sendo eliminada 

quase que intacta. Entretanto, em algumas matrizes pode acontecer por erosão ou relaxamento da 

matriz, a depender da sua composição e as condições do meio e temperatura. Também existe a 

possibilidade de ocorrer mecanismos combinados (MIRCIOIU et al., 2019; SIEPMANN; 

SIEPMANN, 2011). Desta forma, modelos matemáticos podem ser utilizados a fim de estabelecer 

um desses mecanismos, como também classificar o transporte ocorrido. 

Entre os principais modelos matemáticos utilizados nas pesquisas para avaliação dos perfis 

de liberação estão o modelo de ordem zero, modelo de primeira ordem, Higuchi, Korsmeyer-Peppas, 

Peppas-Sahlin, Hixson-Crowell e Weibull. Cada modelo sugere um mecanismo de liberação, bem 

como o tipo de transporte do fármaco para o meio, que pode ser classificado em difusão Fickiana 
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(caso I) e difusão não-Fickiana (caso II) (BRUSCHI, 2015). Na difusão Fickiana, o transporte do 

fármaco acontece segundo as leis de Fick, em que as moléculas do se difundem de uma região de 

maior concentração para menor, até que o equilíbrio seja atingido e que a taxa de difusão seja 

diretamente proporcional ao gradiente de concentração. É um transporte que depende da 

concentração do fármaco. Já na difusão não-Fickiana, o transporte do fármaco ocorre tanto por 

difusão quanto por relaxamento da matriz, variando a intensidade de atuação de cada fator na 

liberação. Assim, ele pode ser de três tipos: transporte anômalo, onde a difusão e o relaxamento 

ocorrem na mesma magnitude; transporte caso II, onde a velocidade de difusão do solvente é maior 

que a velocidade de relaxamento; e transporte super caso II, onde a velocidade de difusão do 

solvente é muito maior que o relaxamento e, portanto, é o fator determinante do mecanismo de 

liberação (BAISHYA, 2017; SINGHVI; SINGH, 2011). Todos esses fatores da cinética de liberação 

dependem, principalmente, do tipo de nanopartícula, sua composição, a estrutura da matriz, a 

quantidade de fármaco encapsulado e a forma como está disperso no sistema, as quais são 

características físico-químicas das nanopartículas que também determinam seu desempenho em 

vários outros ensaios. 

 

2.5 CITOTOXICIDADE E VIABILIDADE CELULAR 

 

Avaliação de citotoxicidade in vitro em células servem como triagem para avaliar a 

toxicidade de novas moléculas e novos sistemas. No caso de fármacos incorporados em 

nanocarreadores, em que a atividade biológica pode ser intensificada, é necessário comprovar 

também a influência na toxicidade. Ensaios de citotoxicidade por meio de cultura celular são 

utilizados nessa finalidade com sucesso, devido a sua reprodutibilidade, rapidez, sensibilidade e custo 

acessível (KONG et al., 2011). De acordo com o Órgão Internacional de Padronização (International 

Standard Organization - ISO), ensaios in vitro são os primeiros testes para se avaliar o quanto um 

material é ou não biocompatível (INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR 

STANDARIZATION, 2009). Isso se deve ao fato de que os estudos com cultura de células serem 

capazes de determinar efeitos citotóxicos dos materiais que permanecerão em contato com tecidos 

humanos, podendo ser realizados através de técnicas rápidas, reprodutíveis e monitorados os efeitos 

ao longo do tempo experimental. As avaliações de citotoxicidade podem abranger ensaios efetuados 

em matérias-primas, formulações em desenvolvimento e produtos acabados. 
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Os ensaios de citotoxicidade são utilizados a fim de avaliar a viabilidade de materiais através 

do dano causado à diferentes linhagens de células. Os métodos mensuram os processos metabólicos 

e função mitocondrial das células expostas às diferentes substâncias testadas e avaliam a interferência 

no crescimento celular. Além de verificar efeitos citotóxicos de compostos, podem também medir os 

resultados da proliferação de células e determinar células viáveis (SAHU et al., 2016). Desta forma, 

através dos ensaios de citotoxicidade in vitro é possível selecionar materiais mais adequados para a 

aplicação in vivo, minimizando assim o número de testes em experimentais animais. 

 

2.6 ATIVIDADE LEISHMANICIDA 

 

Quando uma molécula ou sistema são sintetizados para atuar contra um determinado parasita, 

uma etapa importante do seu desenvolvimento é avaliar sua atividade in vitro contra o parasita. No 

caso da Leishmaniose, não há um modelo de ensaio padronizado para os testes de atividade in vitro. 

Além de diferentes métodos, os trabalhos utilizam diferentes cepas do parasito, diferentes formas 

evolutivas e diferentes meios de cultura (COHEN; AZAS, 2021). O método clássico para a triagem 

nas formas promastigotas é a contagem direta da cultura de parasitas, submetida ao tratamento com 

as amostras em câmara de Neubauer, o qual é simples, porém pouco reprodutível. Outros ensaios 

comuns se baseiam em metodologias convencionais, que incluem o ensaio de MTT para avaliação 

das formas promastigotas do parasita e a microscopia óptica, para as formas amastigotas. Os testes 

de MTT para as promastigotas possuem o mesmo mecanismo de funcionamento quando em células, 

através da redução do reagente pela atividade mitocondrial dos parasitas viáveis. Já os testes de 

microscopia óptica para as formas amastigotas são avaliados pela determinação da porcentagem de 

macrófagos infectados por contagem em microscópio (ALMEIDA, 2012; DE MUYLDER et al., 

2011).  

Tais métodos têm sido relatados como mais laboriosos e que exigem mais tempo, o que 

promoveu o desenvolvimento de novas alternativas. Métodos mais recentes têm utilizados genes 

repórteres que são transfectados nos parasitas, os quais passam a expressar proteínas fluorescentes 

que podem ter sua atividade medida por detecção colorimétrica. Alguns dos genes repórteres mais 

utilizados são a β–galactosidase, lactamase e luciferase. É uma ferramenta que está sendo muito 

utilizada como alternativa nos testes de seleção de candidatos ao tratamento de diversas doenças, 

dentre elas as parasitárias (OLIVEIRA, 2014; SANTOS et al., 2019).   
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Desenvolver carreadores lipídicos nanoestruturados otimizados contendo antimoniato de 

meglumina como alternativa terapêutica de uso oral contra leishmaniose. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Caracterizar as propriedades físico-químicas dos insumos obtidos; 

• Realizar ensaio de compatibilidade fármaco-excipientes e excipiente-excipiente; 

• Realizar planejamento experimental para otimização do nanocarreador; 

• Obter carreadores lipídicos nanoestruturados contendo antimoniato de meglumina; 

• Proceder as caracterizações físico-químicas e confirmação da formação dos 

nanocarreadores; 

• Avaliar a estabilidade das nanopartículas em condições gastrointestinais simulada; 

• Avaliar a estabilidade de armazenamento das nanopartículas em diferentes condições de 

temperatura; 

• Realizar a liofilização do nanocarreador obtido; 

• Conduzir ensaios de liberação in vitro e perfil cinético das nanopartículas obtidas; 

• Conduzir ensaios de citotoxicidade in vitro das nanopartículas obtidas; 

• Realizar ensaio de atividade leishmanicida dos nanocarreadores. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 MATERIAL 

 

Os lipídios sólidos Dynasan® 114 (trimiristrina), Dynasan® 118 (triestearina) e Inwitor® 900K 

(Monoestearato de glicerila) foram doados pela IOI Chemical (Hamburg, Alemanha), o Compritol® 

ATO 888 (behenato de glicerila) foi doado pela MCassab (São Paulo, Brasil). O lipídio líquido 

Miglyol® 812 (triglicerídeo ácido cáprico/ caprílico) foi doado pela IOI Chemical (Hamburg, 

Alemanha) e o ácido oleico foi doado pela Croda (São Paulo, Brasil). O agente tensoativo Alkest 

CSO 300 (óleo de rícino etoxilado OE30) foi doado pela Oxiteno (São Paulo, Brasil) e o Span™ 80 

(monooleato de sorbitano) foi comprado da Sigma (St Louis, EUA). Por fim, o IFA antimoniato de 

meglumina adquirido da Acros Organics (Geel, Bélgica). Água ultrapura foi obtida pelo equipamento 

Milli Q water Ultrapure Simplicity® (Merck, Darmstadt, Alemanha). Além disso, foram empregados 

também solventes adequados para a realização de testes de doseamento e outros ensaios dos 

laboratórios parceiros. 

 

4.2 MÉTODOS 

 

4.2.1 Caracterização do IFA 

 

O antimoniato de meglumina (AM) foi caracterizado quanto suas propriedades físico-

químicas através de análises térmicas (DSC, TG/DTG), espectroscopia na região do infravermelho 

com transformada de Fourier (FTIR), difração de raios-X (DRX), teor de antimônio no IFA, e 

solubilidade. 

 

4.2.1.1 Análises térmicas  

 

As análises térmicas do IFA ocorreram pelas técnicas de Termogravimetria (TG/DTG) e 

Calorimetria Exploratória Diferencial (DSC), baseado no método de Timóteo (2019). 

 A análise termogravimétrica (TG) e Análise Térmica Diferencial (DTA) foram realizadas 

simultaneamente usando um DTG-60 (Shimadzu, Japão). Amostras com uma massa de 
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aproximadamente 5 ± 0,5 mg do IFA foram adicionadas ao cadinho de platina e submetido ao ensaio 

sob atmosfera dinâmica de nitrogênio com vazão de 100 mL/min, razão de aquecimento de 10 

°C/min, m temperatura entre 20 a 600 °C no equipamento DTG-60H Shimadzu®. Os eventos 

térmicos e a derivada (DTG) foram determinados pelo software TA-60 Shimadzu®. 

Para a avaliação por DSC, uma massa de 2,5 ± 0,5 mg foi adicionada à um cadinho de 

alumínio que foi hermeticamente selado e submetido à análise sob temperatura de 25 °C à 300 °C, 

com razão de aquecimento de 10 °C/min e fluxo de nitrogênio de 50 mL/min, no equipamento 

DSC-60 Shimadzu®. Os eventos térmicos e a entalpia foram determinados pelo software TA-60 

Shimadzu®.  

 

4.2.1.2 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) 

 

O espectro de infravermelho da amostra analisada foi obtido utilizando pastilhas de KBr como 

suporte sólido, baseado no método de Aminu (2021). Para preparo da pastilha utilizou-se 

aproximadamente 1 mg da amostra para 100 mg de KBr, os quais foram macerados até a obtenção 

de um pó fino. A mistura foi então submetida a pressão de 78,5 KN, empregando prensa hidráulica 

Shimadzu® por um período de dez minutos. Após a obtenção da pastilha de KBr, esta foi analisada 

em espectrômetro IRTracer-100 (Shimadzu®), na região compreendida entre 4000 e 400 cm-1, com 

45 scans e resolução de 8 cm-1. 

 

4.2.1.3 Difração de Raios-X (DRX) 

 

O grau de cristalinidade do IFA foi determinado pela análise de difração de raios X (DRX), 

obtido usando um difratômetro Smartlab® (Rigaku, Japão), equipado com anodo de cobre, 

comprimento de onda 1,5443 Å. As amostras foram analisadas no ângulo de difração 2 θ na faixa de 

5 à 60°, com velocidade de varredura de 5 °/min e passo de 0,03 °/s (AMINU et al., 2021). A análise 

foi realizada no Central multiusuário do Departamento de Física da UFPE. 

 

 

 

 



54 
 

4.2.1.4 Teor de Antimônio no IFA 

 

O doseamento de antimônio (Sb) no IFA (antimoniato de meglumina, lote A0374354) ocorreu 

por Espectrometria de Absorção Atômica com Chama (FAAS) conforme preconiza a monografia do 

Antimoniato de Meglumina na Farmacopeia (BRASIL, 2019). Em suma, a metodologia foi 

empregada em equipamento espectrômetro Varian AA, com software SpectraAA- 220 (Varian®, 

Austrália), utilizando chama com ar acetileno, lâmpada de cátodo oco para elemento Sb e leitura no 

comprimento de onda de 217,6nm e resolução do monocromador de (0,20 ± 0,10) nm. A amostra foi 

preparada como uma solução de antimoniato de meglumina a 30% (p/v) em água e diluída 2500 

vezes com uma solução de ácido clorídrico 6 M. Foi construída uma curva de analítica com padrão 

de antimônio (Sb2O3 em HCl 2 mol/L, 1000 mg/L, lote BCCC3110, Merck) com cinco pontos, no 

intervalo de concentração de 10 a 50 μg/mL por diluição na solução de ácido clorídrico 6 M. A 

solução de HCl 6M também foi usada como zero para as análises. A partir da concentração de Sb 

determinada foi obtido o teor de Sb no antimoniato de meglumina. A análise foi realizada na Central 

multiusuário do Centro Regional de Ciências Nucleares (CRCN) em Recife. 

 

4.2.1.5 Ensaio de solubilidade 

 

O ensaio de solubilidade em água e tampões foi realizado pelo método da agitação orbital em 

frascos (shake flask), baseado na Farmacopeia 6ª edição (BRASIL, 2019). Resumidamente, 350mg 

de AM foram colocados em tubos de ensaio com 1mL de água, solução tampão de HCl pH 1,2, 

solução tampão fosfato de pH 6,8 ou solução tampão fosfato de pH 7,4 e submetidos à agitação de 

100 rpm à 37,0 ± 1,0 °C por 72h. Os doseamentos das alíquotas foram realizados por FAAS conforme 

item 1.2.1.5. A solubilidade foi expressa em mg/mL de antimoniato de meglumina, levando-se em 

consideração o teor de antimônio doseado. O ensaio foi realizado em triplicata, para cada solvente. 
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4.2.2 Ensaio pré-formulação 

 

4.2.2.1 Triagem de lipídeos 

 

Uma série de lipídeos sólidos (Dynasan® 114, Dynasan® 118, Compritol® ATO, Imwitor® 

900k) e dois lipídeos líquidos (Miglyol® 812 e Ácido oleico) foram combinados e analisados 

separadamente ao comportamento térmico da mistura lipídica. As misturas físicas na proporção 

1:1 de cada lipídeo sólido com cada lipídeo líquido foram submetidas à análise por DTA conforme 

item 4.2.1.1 até 200 °C, para análise da entalpia e temperatura dos eventos de fusão, bem como a 

cristalinidade da mistura lipídica. 

 

4.2.2.2 Ensaio de compatibilidade 

 

Um ensaio de compatibilidade fármaco-excipientes foi realizado para triagem dos 

componentes que seriam usados no desenvolvimento dos CLNs. Uma análise com diversos lipídeos 

sólidos e líquidos, com os tensoativos e o IFA isolados, em forma de misturas binárias e misturas da 

formulação completa foi realizada por TG/DTG, DTA e FTIR, de modo a avaliar possíveis 

incompatibilidades entre os componentes. Alterações drásticas como deslocamento, surgimentos ou 

desaparecimento de eventos térmicos, bem como surgimento/desaparecimento de bandas no espectro 

do infravermelho comparados ao perfil original dos compostos isolados foram avaliados quanto à 

indicação de incompatibilidades. Os componentes que apresentarem compatibilidade foram 

utilizados para obter os CLNs. 

 

4.2.2.3 Projeto experimental e otimização dos CLNs 

 

Um design de experimentos (DoE) foi realizado para ajustar todos os parâmetros necessários 

para a síntese de nanopartículas lipídicas com os melhores parâmetros de tamanho, índice de 

polidispersão e eficiência de encapsulamento, ou seja, menor tamanho e PdI, e maiores potencial 

zeta e eficiência e encapsulamento.  As formulações testadas foram compostas pelos pares de 

lipídeos escolhidos baseado na triagem de lipídeos por DTA, e por uma quantidade de 10% de 

tensoativos, sendo o tipo de tensoativo e a proporção entre tensoativos hidrofílico e lipofílico 
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baseados nos ensaios de EHL obtido em experimentos prévios. Assim, foi realizada uma triagem 

da composição lipídica da formulação e dos parâmetros do método de obtenção que influenciam 

nas características das nanopartículas, ainda sem o fármaco. Para isso, foi desenvolvido um DoE 

do tipo central composto, com 4 fatores, 2 níveis e replicação de ponto central, cujas variáveis 

independentes foram a quantidade total de lipídeos na formulação, a proporção entre lipídeos sólido 

e líquido, a potência e tempo de sonicação. As variáveis dependentes escolhidas foram o diâmetro 

médio, PdI e potencial zeta. Esta metodologia de superfície resposta exigiu 31 execuções 

experimentais, cujo desenho experimental está mostrado na Tabela 1. 

 

Tabela 1 - Variáveis empregadas no planejamento central composto para os ensaios com CLNs sem o 

fármaco 

Fatores Níveis 

(-1) (+1) 

Quantidade de lipídeo (% p/p) 6 10 

Proporção de lipídeo 

sólido/líquido (% p/p) 

65/35 85/15 

Potência  

(amplitude %) 

40 70 

Tempo (min) 4 10 

Fonte: dados da pesquisa 

 

Com base nos resultados da triagem desse planejamento experimental, foram padronizados 

o tempo e potência de sonicação e estabelecida a faixa de quantidade de lipídeos e proporção de 

lipídeo sólido/líquido que desenvolveram as nanopartículas com melhores características. Esses 

parâmetros foram utilizados para desenvolver um novo experimento central composto com dois 

fatores, dois níveis e repetição do ponto central, agora com CLNs contendo fármaco, para 

otimização da formulação e avaliação da eficiência de encapsulamento. O experimento resultou 

em 13 execuções, cujo diâmetro médio, PdI, potencial zeta e eficiência de encapsulamento foram 

usados como variáveis dependentes. O desenho experimental gerado está mostrado na Tabela 2. 
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Tabela 2 - Variáveis empregadas no planejamento central composto para otimização dos CLNs contendo 

fármaco 

Fatores Níveis 

(-1) (+1) 

Quantidade de lipídeo 

(% p/p) 

6 8 

Proporção de lipídeo 

sólido/líquido (% p/p) 

65/35 85/15 

Fonte: dados da pesquisa. 

 

4.2.3 Obtenção dos Carreadores Lipídicos Nanoestruturados (CLNs) 

 

Os CLNs foram preparados pela técnica de emulsificação múltipla por ultrasonicação à 

quente. A fase oleosa (O) composta pelo lipídio sólido, lipídio líquido e tensoativo lipofílico (Span 

80) e a fase aquosa interna contendo o fármaco à 300 mg/mL (A1), que correspondeu à 29% da 

fase oleosa, foram aquecidos separadamente à uma temperatura ±60 ℃ superior do ponto de fusão 

do lipídeo sólido. A fase aquosa foi vertida lentamente na fase oleosa, sob agitação magnética por 

1 min para formação da emulsão primária A1/O. Em seguida, a fase aquosa externa (A2) contendo 

o tensoativo hidrofílico (Alkest CSO 300), também aquecida à mesma temperatura e adicionada à 

emulsão primária, sendo submetidos à ultrasonicação usando um sonicador de sonda (Ecosonics® 

QR 800, São Paulo). A emulsão formada (A1/O/A2) foi arrefecida para atingir a temperatura 

ambiente e formar o CLN por recristalização da fase lipídica (BECKER PERES et al., 2016). A 

quantidade de lipídeos e os parâmetros de sonicação foram definidos pelo DoE. Já a concentração 

de tensoativos total foi fixada em 10% da formulação, onde a proporção tensoativo 

hidrofílico/lipofílico foi de 75% e 25% respectivamente, baseado em estudo prévio de EHL. Um 

CLN branco foi obtido da mesma forma, sem a presença do fármaco na A1. A melhor formulação 

obtida nesse DoE será selecionada para dar continuidade ao estudo, onde foi repetido o CLN para 

caracterização e demais ensaios. 
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4.2.4 Caracterização dos CLNs 

 

4.2.4.1 Diâmetro médio, índice de polidispersão e potencial zeta 

 

O diâmetro médio e o índice de polidispersão (PdI) das nanopartículas foram determinados 

a 25°C com um ângulo de incidência de luz fixa de 90° por dispersão dinâmico de luz (DLS) usando 

um Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., Reino Unido). O potencial Zeta (PZ) foi medido 

por mobilidade eletroforética no mesmo equipamento (CAVALCANTI et al., 2018). Para as 

medições, todas as amostras foram diluídas em água ultrapurificada 1:10. Todas as análises foram 

realizadas em triplicata. 

 

4.2.4.2 Valor de pH 

 

A determinação do pH das formulações foi realizada através de pHmetro digital de bancada 

(Micronal -B474), seguindo metodologia adequada para formas farmacêutica líquidas e preconizada 

pela 6ª edição da Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2019). As leituras foram realizadas em 

temperatura ambiente e em triplicata. 

 

4.2.4.3 Análises térmicas 

 

Termogravimetria foi realizada para avaliar a estabilidade térmica dos CLNs em dispersão, 

conforme item 4.2.1.1. A avaliação da cristalinidade da matriz lipídica dos CLNs foi realizada através 

da técnica de DSC, conforme método descrito no item 4.2.1.1. O índice de recristalização, ou 

cristalinidade relativa dos CLN, foi determinado a partir da entalpia de fusão da dispersão de CLN 

e do lipídeo sólido, de acordo com a equação 1: 

 

𝐼𝑅 =
𝛥𝐻NP

𝛥𝐻LS 𝑥 𝑓𝑎𝑠𝑒 𝑙𝑖𝑝í𝑑𝑖𝑐𝑎 
   Eq.1 

 

Onde, ΔHNP é a entalpia de fusão dos CLNs, ΔHLS é a entalpia de fusão do lipídeo sólido e a fase 

lipídica é a quantidade de lipídeo sólido presente na nanopartícula (MADUREIRA et al., 2015). 
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4.2.4.4 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) 

 

A espectroscopia de FTIR foi realizada para confirmar a incorporação do fármaco nas 

nanopartículas em dispersão e as possíveis interações entres os componentes. A análise foi realizada 

de acordo com o método descrito no item 4.2.1.2. 

 

4.2.4.5 Difração de Raios-X (DRX) 

 

O grau de cristalinidade e a presença de formas polimórficas da matriz lipídica das 

nanopartículas em dispersão foram determinados pela análise de difração de raios X (DRX), obtidos 

usando conforme método descrito no item 4.2.1.3. 

 

4.2.4.6 Determinação da eficiência de encapsulamento 

 

A eficiência de encapsulamento do fármaco foi determinada pelo método indireto 

(CAVALCANTI et al., 2018). As dispersões dos CLNs diluídas em água ultrapura (1:5) foram 

separadas do fármaco não encapsulado (livre) por ultrafiltração, utilizando filtros de centrífuga 

Amicon Ultra-0,5 (Millipore, Darmstadt, Alemanha) com tamanho de poro de 30 kDa, e 

centrifugadas a 7500 rpm por 45 minutos (Daiki DTC-16000). A fase dispersante separada 

contendo o fármaco livre (não incorporado) foi coletada, diluída em solução de HCl 6M para 

quantificação do AM por FAAS conforme método descrito no item 1.2.1.5. CLNs sem o fármaco 

foram preparadas da mesma forma e utilizadas como branco (NPB). A eficiência de 

encapsulamento (EE) do fármaco nas nanopartículas foi calculada de acordo com a equação 2: 

 

𝐸𝐸 (%) =
Ctotal-Clivre

Ctotal
 𝑥 100   Eq. 2 

 

Onde Ctotal é a quantidade de fármaco total na nanopartícula e Clivre é a quantidade de fármaco não 

incorporado doseado após filtragem. 

 

 

 



60 
 

4.2.5 Estudo de estabilidade dos CLN sob condições do TGI 

 

A estabilidade física das nanopartículas preparadas foi avaliada em condições 

gastrointestinais simuladas, baseado na metodologia de Dong e colaboradores (2018). O ensaio foi 

realizado em meio simulado gástrico com tampão HCl pH 1,2 e meio simulado intestinal com 

tampão fosfato pH 6,8. Resumidamente, 500 µL dos CLNs foram colocados em 5mL dos meios e 

incubados à 37 °C sob agitação de 100rpm, durante 2h e 4h nos meios gástricos e intestinais 

respectivamente. As amostras foram avaliadas quanto ao diâmetro médio das nanopartículas, PdI 

e potencial zeta em alíquotas retiradas em intervalos de tempos pré-definidos.  

 

4.2.6 Determinação da estabilidade de armazenamento 

 

As dispersões dos CLN foram divididas e armazenadas em temperatura ambiente (30° ± 

2°C) e sob refrigeração (4° ± 0,5°C). Ao longo do período de armazenamento, análises das 

propriedades físico-químicas foram realizadas em intervalos de tempo pré-determinados (7, 15, 30, 

45 dias), monitorando o diâmetro médio, PdI, potencial zeta, pH e eficiência de encapsulamento. 

 

4.2.7 Liofilização dos CLNs 

 

CLNs recém-formulados foram utilizados para os testes de liofilização. Nesse ensaio, 

diferentes crioprotetores em diferentes concentrações foram testados, bem como diferentes formas 

de congelamento. Foram escolhidos a maltodextrina, manitol, lactose e trealose como 

crioprotetores, os quais foram utilizados em forma de solução nas concentrações de 30%, 60%, 

100%, 125%, 185% em relação à quantidade de lipídeo (m/m), sendo adicionados na proporção de 

1:2 ou 1:5 (v/v) aos CLNs. As amostras foram armazenadas em frascos de penicilina e levadas para 

congelamento em ultrafreezer à -80°C durante a noite (12h), ou rapidamente congeladas em 

nitrogênio líquido. A liofilização foi realizada por 4 dias usando no equipamento LIOTOP® 

(modelo L101), sob pressão de cerca de 30 mmHg e temperatura de -54 °C. Os CLNs liofilizados 

foram armazenados em temperatura ambiente durante o tempo do ensaio de estabilidade e, em 

intervalos de tempos definidos, foram redispersas em água ultrapura na mesma quantidade presente 

antes da liofilização, seguidos de homogeneização em agitador magnético por 15 minutos. As 
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amostras redispersas foram levadas para avaliação de diâmetro médio, PdI, potencial zeta e 

eficiência de encapsulamento. 

 

4.2.8 Ensaio de liberação in vitro 

 

Ensaios de liberação do fármaco in vitro dos CLNs foram conduzidos de acordo com a 

técnica de bolsa de diálise (LUAN et al., 2015). Membranas de diálise de acetato de celulose com 

tamanho de poro de 12-14 KDa (SERVAPOR®, Alemanha) foram embebidos em água ultrapura 

12h antes do ensaio. Para o teste, 3 mL da solução do AM e dos CLN em dispersão foram 

colocados, separadamente, na bolsa de diálise selada em ambas as extremidades e então colocado 

em um béquer contendo 30 mL do meio de liberação, sob agitação de 100 rpm em banho-maria à 

37 ± 1 °C. O ensaio foi conduzido consecutivamente em diferentes meios, simulando a 

administração oral, sendo 2h em tampão HCl pH 1,2 (meio gástrico), 4h em tampão fosfato pH 6,8 

(meio intestinal) e tampão fosfato pH 7,4 (circulação sanguínea) até o fim do ensaio. Em todos os 

estágios, 2 mL de meio de liberação foi retirado nos tempos de 15 minutos, 30 minutos, 1h, 2h, 3h, 

4h, 5h, 6h, 8h, 12h, 24h, 36h e 48h, e a mesma quantidade de meio fresco foi reposto para manter 

o volume constante e as condições sink. A concentração de AM nas alíquotas retiradas foi medida 

por FAAS, segundo método do tópico 4.2.1.4, utilizando curva analítica com padrão de antimônio 

no intervalo de concentração entre 1 e 50 μg/mL. A solução de HCl 6M foi usada como zero para as 

análises, bem como as soluções tampão de cada etapa foram utilizadas como branco. Os resultados 

foram expressos pela porcentagem cumulativa de droga liberada em função do tempo, que foi 

calculada baseada na quantidade total de fármaco adicionada ao ensaio. Um segundo ensaio de 

liberação foi realizado após o processo de liofilização das nanopartículas. Neste caso, o CLN4 

liofilizado foi redisperso em água ultrapura, na mesma quantidade presente antes da liofilização, e 

3 mL desta dispersão foi utilizada no ensaio de liberação, o qual seguiu o mesmo protocolo citado 

acima 

A cinética de liberação do fármaco foi estimada usando o DDSolver, a fim de encontrar o 

modelo cinético mais adequado. Foram testados os modelos ordem zero, primeira ordem, Higuchi, 

Korsmeyer-Peppas, Peppas-Sahlin e Hixon-Crowell. O coeficiente de determinação (R2) e o 

coeficiente de determinação ajustado (R2
ajustado) foram calculados para determinar o modelo de 

melhor ajuste. 
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4.2.9 Ensaio de viabilidade celular 

 

 A citotoxicidade em células de mamíferos foi avaliada através de ensaios com MTT. Os 

macrófagos da linhagem RAW 264.7 foram soltos das garrafas de cultura, colocados em placas de 

96 poços e incubados por 24 h à 37°C e atmosfera com 5% de CO2. Após esse tempo, os compostos 

(AM, CLNs e Glucantime) foram adicionados nas concentrações entre 6,25 e 800 µg/mL e 

incubados novamente por um período de 72 h. Foram utilizados poços apenas com meio de cultura 

como controle positivo e a Miltefosina como controle negativo. Após a incubação foi acrescentado 

25 µL de MTT (3 - (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-brometo difenil tetrazólio) a 5 mg/mL em PBS, 

seguida de uma nova incubação por 2h, a 37°C e ao abrigo da luz. Parte do meio de cultura 

juntamente com o restante de MTT foi aspirado e 100 µL de DMSO foi adicionado por poço para 

solubilização dos cristais de formazan resultantes da redução do MTT. Foi realizada a leitura da 

absorbância a 570 nm no espectrofotômetro THERMO SCIENTIFIC Multiskan FC. A 

concentração citotóxica para 50% da cultura (CC50) foi determinada por análise de regressão pelo 

software GraphPad Prism. Cada amostra foi testada em duplicata. 

 

4.2.10 Ensaio de atividade leishmanicida em promastigotas 

 

Formas promastigotas de Leishmania amazonensis (cepa WHOM/00 LTB 0016) e L. 

infantum (cepa MHOM/MA/67/ITMAP-263) foram mantidas a 26° C em meio Schneider’s 

(Sigma) suplementado com 10% de soro fetal bovino, 0,0025 mg/mL de hemina e 1% de 

penicilina-estreptomicina (meio completo). Parasitas na fase exponencial de crescimento foram 

utilizados em todos os experimentos. Para o ensaio de atividade leishmanicida, os parasitas foram 

contados e diluídas em meio Schneider’s (Sigma) completo a 1 x 106 células/mL. Os parasitas 

foram incubados a 26°C na presença de diferentes concentrações das amostras (6,25 a 800µg/mL) 

por 72h. Após a incubação, os poços foram lavados e foi adicionada solução de CPRG (500M, 

0,5% de Nonidet P-40, em PBS), seguida de nova incubação por 10 minutos, a 22ºC. Foi realizada 

a leitura da absorbância a 570 nm no espectrofotômetro THERMO SCIENTIFIC 70 Multiskan FC. 

Os resultados foram expressos como porcentagem de redução da absorbância dos poços com as 

amostras em comparação com parasitas não tratados. A Miltefosina foi utilizada como controle 

positivo e o meio de cultura foi utilizado como controle negativo. Os valores de IC50 foram 
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calculados por análise de regressão utilizando o software GraphPad Prism. Cada ensaio foi 

realizado em duplicata. 

 

4.2.11 Ensaio de atividade leishmanicida em amastigotas 

 

Para esta avaliação, macrófagos RAW 264.7 (0,2 x 105 células/poço) foram incubados para 

aderência por 1h, a 37°C e atmosfera com 5% de CO2. Após essa incubação inicial foram 

acrescentadas promastigotas de L. amazonensis ou L. infantum na proporção de 15 parasitas/ 

macrófago, por um período de 6 h, a 37 °C e 5% de CO2. Os parasitas não internalizados foram 

removidos por lavagem e a cultura foi incubada novamente na presença de diferentes concentrações 

dos compostos (6,25 a 800 µg/mL) por 72h, a 37°C e 5% de CO2. Amastigotas incubadas apenas 

com meio de cultura e com Miltefosina foram utilizados como controle negativo e positivo, 

respectivamente. Após a incubação, os poços foram lavados, o meio RPMI foi substituído e foi 

adicionada solução de CPRG (chlorophenol red beta-D-galactopyranoside), seguida de nova 

incubação por 2-6 h, a 37 ºC. Foi realizada a leitura da absorbância a 570 nm no espectrofotômetro 

THERMO SCIENTIFIC Multiskan FC. Os resultados foram expressos como porcentagem de 

redução da absorbância dos poços com as amostras em comparação com parasitas não tratados. Os 

valores de IC50 foram calculados por análise de regressão utilizando o software GraphPad Prism. 

Cada ensaio foi realizado em duplicata. 

 

4.2.12 Análise estatística 

 

Todos os experimentos foram realizados em triplicata, exceto quando mencionado 

contrário, e os valores foram expressos como média ± desvio padrão (n=3). As avaliações 

estatísticas foram realizadas por comparação entre vários grupos de estudo usando ANOVA one-

way com pós teste t-stundet no software Graphpad Prism® 5 (EUA). Valor de p < 0,05 foi 

considerado significativo. O DoE foi realizado no software Minitab® 18 (EUA). Os gráficos foram 

construídos e avaliados pelos softwares Origin® 8.5 ou Graphpad Prism® 5. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 CARACTERIZAÇÃO DO IFA 

 

 Durante desenvolvimento de medicamentos é imprescindível o controle de qualidade de 

matérias-primas, principalmente insumos farmacêuticos ativos. Para isso, são realizados ensaios 

de físico-químicos dos materiais para confirmação das propriedades conforme as especificações. 

No caso do antimoniato de meglumina, sua estrutura exata ainda permanece pouco compreendida, 

onde alguns estudos sugerem que o AM não possui uma estrutura única, e sim uma mistura de 

complexos de coordenação entre o antimônio e a meglumina (DE MORAES FLORES et al., 2002; 

DEMICHELI et al., 1999; FABRINO, 2021; ROBERTS; MCMURRAY; RAINEY, 1998). Além 

disso, avaliações em espectroscopia de infravermelho, difração de raios X e análises térmicas 

também são escassas, sendo esse o motivo de poucos estudos para comparação dos resultados do 

presente trabalho. 

 

5.1.1  Análises térmicas 

 

 Na curva de DSC mostrada na Figura 4a, pode ser observado o primeiro evento térmico, 

que possui natureza endotérmica (ΔH -212,51 J/g) e pico em torno de 110,80 °C, o qual está 

relacionado com evento de fusão do AM, bem como associado à perdas de água de solvatação. O 

início do evento exotérmico de termodecomposição pode ser observado no final da curva, a partir 

de 250°C. Observa-se também que não há picos bem definidos de eventos térmicos que indiquem 

cristalinidade no IFA, sugerindo que o mesmo se encontra no estado amorfo. A análise 

termogravimétrica do AM está representada na Figura 4b, que mostra a perda de massa em função 

da temperatura. Como pode ser observado na curva do TG, existem três eventos térmicos: o 

primeiro entre 65,9 °C e 130,8 °C, com perda de cerca de 15,3% de massa, atribuída à eliminação 

da água de solvatação; o segundo entre 254,9 °C e 305,6 °C, com perda de cerca 28% de massa, 

atribuída ao início de decomposição; e o terceiro evento entre 553 °C e 599 °C, com perda de cerca 

de 14% de massa atribuída ao evento final de decomposição, com perda de matéria orgânica. Não 

houve decomposição completa da amostra devido a faixa de temperatura avaliada, bem como ao 

resíduo se tratar de óxidos de antimônio (~35%), os quais se decompõem em temperaturas muito 
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elevadas não avaliadas em TG. Esses resultados estão em consonância com os encontrados por 

outros estudos (FERREIRA, 2010; SILVA, 2016). Martins (2007) ainda mostrou que o evento de 

decomposição que se inicia depois de 500 °C está relacionada à decomposição do ligante 

meglumina, que finaliza após 650 °C, resultando apenas resíduos do antimônio em 900 °C. 

 

Figura 4 - Curvas de DSC (a) e TG/DTG (b) do antimoniato de meglumina.  

 

Fonte: autoria própria. 

 

5.1.2  Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) 

 

 O espectro vibracional na região do infravermelho do AM obtido está mostrado da Figura 

5, onde estão destacadas as principais bandas. Em 3410cm-1 pode ser vista uma larga banda 

correspondente às vibrações do estiramento dos grupamentos -OH e -NH de álcoois primários e 

aminas secundárias, os quais são bastante presentes na molécula de AM. Em seguida, existem as 

bandas em 2800 cm-1 correspondente aos estiramentos -CH de alcanos, em 1641 cm-1 referente ao 

dobramento no plano -NH de aminas secundárias, em 1465 cm-1 da deformação angular no plano 

dos grupos C-O e em 1060 cm-1 referente ao estiramento dos grupos C-N e C-O do álcool primário 

e secundário sobrepostos. Por fim, a ligação do átomo de antimônio pode ser visualizada na banda 

em 601 cm-1, que corresponde ao estiramento Sb-O. Outros estudo também mostraram resultados 

semelhantes das principais bandas do espectro do AM (DEMICHELI et al., 1999; FABRINO, 

2021; NAVAEI et al., 2014; SILVA, 2016). 

(b) (a) 
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Figura 5 - Espectro no infravermelho do antimoniato de meglumina 

 

Fonte: autoria própria. 

 

5.1.3  Difração de Raios-X (DRX) 

 

 O AM apresenta-se como um pó branco e finamente divido. Seu difratograma (Figura 6) 

mostra um padrão típico de substâncias amorfas e de geometria estrutural indefinida, em 

conformidade com a literatura (FRÉZARD; DEMICHELI; RIBEIRO, 2009; SILVA, 2016). Isso 

pode ser favorável para que haja maior incorporação de fármaco dentro de matrizes lipídicas, uma 

vez que requer menor gasto energético para que seja incorporado, bem como se adapta melhor à 

diferentes graus de cristalinidade dos lipídeos na matriz (PRADO; ROCHA, 2015). Ademais, esse 

resultado corrobora os resultados propostos no DSC. 
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Figura 6 - Gráfico de difração de raios X do antimoniato de meglumina 

 

Fonte: autoria própria. 

 

5.1.4 Teor de Antimônio no IFA e solubilidade 

 

 O antimoniato de meglumina (AM) é uma IFA composto de átomos de antimônio 

complexado a moléculas de meglumina, conforme mencionado anteriormente. Um dos ensaios de 

controle de qualidade do IFA é a quantificação do teor de antimônio na matéria-prima, visto que 

para o doseamento do AM nos diversos ensaios em que o mesmo é utilizado, ocorre a quantificação 

de antimônio presente na amostra através da espectroscopia de absorção atômica (FAAS). Dessa 

forma, sabendo-se o teor de antimônio no AM, é possível calcular a concentração de AM em 

quaisquer ensaios em que o mesmo for utilizado, como no teste de solubilidade, na eficiência de 

encapsulamento dos CLNs, nos ensaios de liberação, citotoxicidade, entre outros.   

 Segundo a monografia do AM na Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2019), a porcentagem 

de antimônio presente no IFA deve estar entre 26 e 28% na forma de Sb5+, sendo o Sb3+ doseado 

apenas para ensaios de pureza devido sua maior toxicidade. Entretanto, o método de doseamento 

de antimônio recomendado pelo compêndio, através de FAAS, não é capaz de distinguir entre as 

espécies Sb5+ e Sb3+, visto que para essa especiação deve ser empregada a geração de hidretos 

acoplada à espectroscopia de absorção atômica (FERREIRA et al., 2014; LIMA, 2019). Portanto, 

a quantificação do teor de antimônio realizada foi baseada na quantidade total do metal, sem 

diferenciação entre espécie oxidada ou reduzida, a qual poderá ser utilizada para doseamento de 

AM nos demais ensaios empregando-se os cálculos necessários. 
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 Baseado nos resultados de dois ensaios independentes realizados em triplicata, foi revelado 

um teor médio de 31,10 ± 0,91% de Sb no AM, cuja curva analítica esta apresentada na Figura 7 

Tal resultado está em acordo com a especificação do fabricante, que informa uma faixa entre 30 e 

34% de Sb na matéria-prima. Assim, o teor encontrado de antimônio no AM será utilizado 

doravante para cálculo da concentração da solução de AM, nos demais ensaios necessários e na 

obtenção das nanopartículas. 

 

Figura 7 - Curva analítica utilizada para quantificação do teor de antimônio por FAAS 

 

Fonte: autoria própria 

  

 Quanto aos ensaios de solubilidade, estes foram realizados tanto em água como em 

diferentes tampões, visando conhecer a concentração máxima de AM nesses meios. Ficou 

demonstrado que o antimoniato de meglumina possui uma solubilidade aquosa de 305,75 ± 4,21 

mg/mL, além de solubilidade em tampão HCl pH1,2 de 309,05 ± 3,12 mg/mL, em tampão fosfato 

pH 6,8 de 302,81 ± 0,98 mg/mL e tampão fosfato pH 7,4 de 301,85 ± 1,53 mg/mL. Houve uma 

pequena diferença de solubilidade nos meios, sendo maior no pH mais baixo, o que é condizente 

com a maior facilidade de dispersão do AM em valores de pH ácidos devido a dissociação do 

complexo antimônio-meglumina. De acordo com as farmacopeias brasileira e americana, 

substâncias que solubilizam 1g de soluto em volumes de 1-10mL de solvente, ou seja, que possuem 

solubilidade de 100mg/mL até 1g/mL, são consideradas facilmente solúveis (BRASIL, 2019; USP, 

2021). Sendo assim, o AM é considerado um IFA facilmente solúvel em água e nos tampões 

testados. Além disso, o resultado de solubilidade aquosa foi similar (300mg/mL) ao que é reportado 

na literatura (BRASIL, 2019; FRÉZARD et al., 2008; MARTINS et al., 2006). Portanto, através 

y = 0,01x + 0,0101

R² = 0,9996
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desses resultados foi possível conhecer as concentrações máximas que podem ser utilizadas para a 

preparação da solução de AM utilizada para desenvolver os CLNs, bem como nos ensaios de 

liberação in vitro dos nanocarreadores sob condições sink.  

 

5.2 ENSAIOS DE PRÉ-FORMULAÇÃO 

 

5.2.1 Triagem de lipídeos 

  

 Carreadores Lipídicos Nanoestruturados (CLNs) se diferenciam de Nanopartículas 

Lipídicas Sólidas (NLS) pela presença de um lipídeo líquido na sua composição, que confere a 

vantagem de redução da rigidez que a cristalinidade que o lipídeo sólido possui, permitindo maior 

encapsulamento de fármacos e menor expulsão dos mesmos dentro da matriz devido às transições 

polimórficas ocorridas ao longo do tempo. Assim, diferentes lipídeos sólidos e líquidos podem ser 

usados para obtenção de CLNs com diferentes graus de cristalinidade, a depender da composição 

(diferentes ácidos graxos, mistura de mono-, di- e triglicerídeos) e proporção de lipídeos utilizada 

(PATHAK; KESHRI; SHAH, 2011). A seleção da mistura lipídica é etapa crucial para a produção 

de CLNs com características físico-químicas adequadas para sua aplicação. Nesse trabalho foram 

avaliados cinco lipídeos sólidos e dois líquidos à temperatura ambiente (Tabela 3), cujas 

composições diferem nos graus de rigidez que podem conferir à matriz lipídica da nanopartícula.  

 

Tabela 3 - Lipídeos utilizados para obtenção das nanopartículas e suas propriedades físico-químicas 

Lipídeo Composição Estado 

físico 

Temperatura 

de fusão 

Ordenação da 

matriz 

Dynasan® 

114 

triglicerídeo do ácido mirístico 

(C:14) 

sólido ± 57 °C Altamente 

ordenado 

Dynasan® 

118 

triglicerídeo do ácido esteárico 

(18:0) 

sólido ± 73°C Altamente 

ordenado 

Compritol® 

ATO 888 

mistura de mono- di- e 

triglicerídeos do ácido beênico 

(C:22) 

sólido ± 70 °C Ordenado 

Imwitor® 

900K 

mistura de mono- e 

diglicerídeos dos ácidos 

palmítico (C:16) e esteárico 

(C:18) 

sólido ± 61 °C Ordenado 
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Miglyol® 812 triglicerídeo dos ácidos 

caprílico (C:8) e cáprico 

(C:10) 

líquido -5 °C Desordenado 

Ácido oleico - líquido ± 14 °C Desordenado 

Fonte: autoria própria. 

Para obter informações relacionadas ao estado físico e cristalinidade dos lipídeos sólidos 

puros e confirmação de alterações da cristalinidade nas misturas físicas com lipídeos líquidos, 

pode-se fazer uso das análises térmicas, avaliando alterações nas temperaturas e entalpias de fusão. 

Nesse sentido, as misturas binárias entre os diferentes lipídeos sólidos e líquidos utilizados nessa 

pesquisa foram avaliados por DTA, cujos resultados estão apresentados na Figura 8. 

Através das curvas de DTA, pode-se observar que todos os lipídeos sólidos apresentam um 

evento endotérmico nas faixas de temperaturas de fusão, com picos de fusão bem definidos. As 

temperaturas de fusão estão de acordo com as especificações dos fabricantes e similares a outros 

estudos (DE SOUSA MARCIAL; CARNEIRO; LEITE, 2017; SAKELLARI et al., 2021; 

SEVERINO et al., 2012). Sabe-se que dentro da faixa de temperatura na qual ocorre o evento de 

fusão do lipídeo, a diferença entre as temperaturas do pico de fusão e a temperatura de início estão 

relacionadas com a organização da estrutura cristalina, sendo que uma maior a diferença entre essas 

temperaturas revela uma maior a desordem da estrutura (ROCHA et al., 2022; SEVERINO et al., 

2012). Sendo assim, pode-se inferir que o Imwitor apresenta a estrutura mais desordenada do que 

os demais lipídeos, visto que apresentou a maior diferença (aprox. 9°C). Isso corrobora o fato de 

que lipídeos que são compostos por misturas de ácidos graxos ou misturas de mono- e diglicerídeos 

possuem menor cristalinidade (KOVAČEVIĆ; MÜLLER; KECK, 2020; PATHAK; KESHRI; 

SHAH, 2011), como é o caso deste. 
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Figura 8 - Curvas DTA dos lipídeos sólidos e suas misturas com os lipídeos líquidos 

 

Legenda: AM = antimoniato de meglumina; Dyn114 = Dynasan114; Dyn118 = Dynasan118; Comp = 

Compritol; Imwi = Imwitor; Alk30 = Alkest 30. 

  

 Quando foram avaliadas as misturas físicas com os lipídeos líquidos, não foram observadas 

mudanças bruscas na temperatura de fusão da mistura comparado ao lipídeo sólido puro, o que é 

possível notar através das proximidades dos picos das curvas DTA, sendo a mistura Comp+Olei a 

que apresentou maior redução (9,5°C). Além disso, foram notórios o alargamento e a redução dos 

picos de fusão, sendo o primeiro mais proeminente nas misturas com Compritol e Imwitor 

(misturas de glicerídeos), e o segundo nas misturas com Dynasan 114 e 118 (triglicerídeos). Tal 

ocorrido pode estar relacionado ao fato que com as misturas de glicerídeos houve uma maior 

extensão de solubilidade nos lipídeos líquidos, a qual proporcionou uma mistura de cristalinidade 

reduzida e variações polimórficas que causam fusão em faixa maior, enquanto nos triglicerídeos 

pode ter prevalecido uma mistura física em detrimento à solubilidade com o lipídeo líquido, que 

resulta em fusão à uma temperatura intermediária às substâncias (DA SILVA et al., 2016; 

SEVERINO et al., 2017; ZHENG et al., 2013). Isso porque, misturas de glicerídeos possuem um 

ou mais grupos hidroxila livres na molécula que podem interagir melhor com lipídeos mais polares, 
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como ácidos graxos livres e triglicerídeos de cadeia média, possibilitando uma maior solubilização, 

tal como ocorreu com Imwitor e Compritol. Já triglicerídeos de cadeia longa como Dynasan114 e 

118, são mais apolares e interagem menos com lipídeos mais polares (BORUGADDA; GOUD, 

2014; GORDILLO-GALEANO; MORA-HUERTAS, 2018). Ainda assim, em todas as misturas 

ocorreram diminuição das entalpias de fusão, cujos valores detalhados podem ser vistos no 

Apêndice A. O Miglyol conseguiu promover maiores reduções nas entalpias de fusão, alcançando 

uma redução de 134,71 J/g para a mistura com o Dynasan114 e 148,88 J/g no Dynasan118, 

enquanto o Ácido oleico atingiu o máximo de redução na mistura com Compritol e Imwitor, 

exibindo uma diminuição de energia de 35,40 J/g e 94,97 J/g respectivamente.  

 Pesquisas demonstram que o uso de misturas binárias em caracterizações térmicas fornece 

informações sobre a solubilidade e eventuais interações dos lipídeos (ANDRADE et al., 2020; 

ROCHA et al., 2022). A redução da entalpia e da temperatura de fusão dos lipídeos sólidos quando 

em mistura com os lipídeos líquidos pode ser atribuída à solubilidade parcial destes, facilitando o 

processo de fusão que irá requerer menos energia (CAVENDISH et al., 2020; SEVERINO et al., 

2012). Sendo assim, quanto menor a entalpia envolvida na fusão da mistura de lipídeos, maior a 

redução de cristalinidade da matriz lipídica na mistura física, e menor cristalinidade será obtida na 

matriz lipídica após recristalização, visto que a grande quantidade de lipídio sólido que se dissolve 

no óleo durante a fusão, quando retornar à temperatura ambiente irá recristalizar em formas 

cristalinas menos estáveis devido a competitividade estrutural da presença do lipídeo líquido, ou 

em formas desordenadas pela formação de estruturas micelares entre o  lipídeo sólido 

(GORDILLO-GALEANO; MORA-HUERTAS, 2018; ZHENG et al., 2013). Devido a isso, CLNs 

podem possuir diferentes matrizes de acordo com os lipídeos sólidos e líquidos usados, que 

acarretam imperfeições em sua estrutura cristalina, sendo capazes de acomodar uma maior 

quantidade de fármaco, bem como minimizar sua expulsão durante o armazenamento (GALVÃO 

et al., 2016; PATHAK; KESHRI; SHAH, 2011). Portanto, a partir dos resultados revelados de 

maior redução da cristalinidade de matrizes lipídicas, o Miglyol foi escolhido como lipídeo líquido 

que será utilizado para obtenção das nanopartículas e continuação do estudo. 
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5.2.2 Ensaio de compatibilidade 

 

5.2.2.1 Análises térmicas 

 

Em formulações multicomponentes, como é o caso dos CLNs, é necessário que se realize um 

estudo de compatibilidade entre o IFA e os excipientes, visto que possíveis interações e 

incompatibilidades podem levar à problemas na formulação e, à longo prazo, efeitos 

negativos no organismo. Nesse sentido, o uso de ferramentas que possam identificar 

interações entre compostos em misturas complexas são uteis evitar problemas decorrentes de 

incompatibilidades. Entre elas, pode-se citar as análises térmicas (TG/DTG e DTA) e 

espectroscópicas (FTIR) como as alternativas mais utilizadas (PIRES et al., 2017). Os 

protocolos usuais utilizam misturas binárias em proporção mássica igual entre fármaco e 

excipientes, visando maximizar as possíveis interações. O uso concomitante dessas técnicas 

termoanalíticas com as espectroscópicas permite uma compreensão aprofundada das 

interações físicas ou químicas e auxilia na seleção dos excipientes apropriados (CHADHA; 

BHANDARI, 2014). Nesse estudo, as análises TG/DTG foram usadas para avaliar alterações 

nas perdas de massas durante os eventos térmicos dos compostos isolados em comparação 

com as misturas físicas ternárias e misturas totais (com todos os componentes usados para 

obtenção das nanopartículas), bem como a DTA foi utilizada para monitorar alterações nas 

temperaturas e energias envolvidas em tais eventos. Essas análises trazem parâmetros 

importantes para acessar a estabilidade térmica das amostras e possíveis interações. A Figura 

9, traz as curvas TG das amostras, onde o lado esquerdo (A) mostra as curvas das substâncias 

isoladas, tanto fármaco, como lipídeos e tensoativos, enquanto o lado direito (B) mostra as 

curvas TG das misturas ternárias do fármaco + lipídeos, fármaco + tensoativos, e mistura de 

totais (todos os componentes juntos).   

 Como é possível observar nas curvas TG dos compostos isolados (lado A), a maioria dos 

lipídeos apresentam um evento principal de decomposição, onde o Dynasan118, Compritol e 

Miglyol apresentaram um único evento, com perdas de 96,36% entre 383,52 e 428,71 °C, 94,84% 

entre 357,17 e 432,07 °C, e 94,57% entre 292,21 e 329,80 °C respectivamente. Já o Dynasan114 e 

Imwitor apresentaram dois eventos, sendo o Dynasan114 com perda principal de 88,62% entre 

315,96 e 384,12 °C e secundário de 3,28% entre 429,51 e 445,39 °C, e o Imwitor com duas perdas 
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parciais, sendo 49,2% entre 253,33 e 326,45°C e 41,85% entre 366,65 e 407,19 °C. Em todos foi 

possível verificar a decomposição quase completa das amostras (>90%). Quanto aos tensoativos, 

o Span também apresentou evento único de decomposição, com perda de 85,66% de massa entre 

366,83 e 422,27 °C, embora não tenha apresentado decomposição completa até a temperatura 

estudada. Já o Alkest apresentou três eventos térmicos, com 50,29% de perda de massa entre 344,02 

e 388,74 °C, 26,96% entre 404,19 e 432,88 °C e 2,67% entre 513,40 – 547,96 °C, que também não 

mostrou decomposição completa. O fármaco apresenta o comportamento já discutido no tópico 

2.1.1. As temperaturas de início de decomposição de cada lipídeo estudado estão relacionadas às 

suas composições, visto que diferentes ácidos graxos se decompõem em diferentes temperaturas. 

O mesmo se aplica aos tensoativos, uma vez que são compostos derivados de lipídeos, possuindo 

eventos de decomposição semelhantes aos lipídeos correspondente à sua composição principal, 

sendo os ácidos oleico/ linoleico/ linolênico para o Span e o óleo de rícino para o Alkest.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



75 
 

Figura 9 - Curvas TG das substâncias isoladas (A) e misturas ternárias com o fármaco e misturas totais (B)  

 

Legenda: AM = antimoniato de meglumina; Dyn114 = Dynasan114; Dyn118 = Dynasan118; Comp = 

Compritol; Imwi = Imwitor; Alk30 = Alkest 30. 
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 De acordo com as pesquisas, é relatado que decomposições de ácidos graxos poli-

insaturados e saturados de cadeias curtas ocorrem à uma faixa de 200-380 °C, monoinsaturados 

entre 380-480 °C e saturados de cadeias longas entre 480-600 °C, onde variações nessas faixas 

podem existir a depender do tamanho das cadeias carbônicas, presenças de ramificações e/ou 

insaturações, ou quando estruturados na forma de mono- di- e triglicerídeos respectivamente 

(MATOS, 2012; SZABO; CHAMBRE; IDIŢOIU, 2012; TENGKU-ROZAINA; BIRCH, 2019). 

Tais comportamentos estão relacionados às interações intermoleculares entre as cadeias de ácidos 

graxos presentes nos lipídeos, de forma que a presença de insaturações acarreta forças de atração 

mais fracas e, portanto, se decompõem em temperaturas mais baixas. De forma similar, cadeias 

saturadas e sem ramificações são bem “empilhadas” e possuem maior força de atração 

intermolecular, sendo decompostas em temperaturas mais elevadas, principalmente quando em 

forma de triglicerídeos (BORUGADDA; GOUD, 2014). Isso corrobora os resultados encontrados 

nesse estudo, com temperaturas iniciais de decomposição menores para lipídeos compostos de 

ácidos graxos de cadeia menor e na forma de mono- e diglicerídeos, e temperaturas mais elevadas 

para lipídeos de ácidos graxos de cadeias longas e em forma de triglicerídeos. 

Misturas binárias do fármaco com cada excipiente e dos excipientes entre si não foram 

realizadas, visando otimizar recursos e tempo, direcionando o estudo para realização das misturas 

ternárias e misturas totais, levando-se em consideração que, caso ocorresse alterações nos 

resultados das misturas ternárias que configurassem incompatibilidades, as misturas binárias 

seriam testadas para elucidação dos compostos incompatíveis. 

 Ao comparar os gráficos das substâncias isoladas com os das misturas ternárias fármaco + 

lipídeos, nota-se uma redução das temperaturas de início de decomposição, sendo próximas dos 

componentes de menor temperatura de decomposição (Miglyol e AM), e uma finalização de 

decomposição em faixas de temperatura dos compostos que se decompõem em temperaturas mais 

elevadas (lipídeos sólidos). A mistura Dyn114+Mig+AM apresentou dois eventos de 

decomposição, com perda de 63,42% de massa entre 291,98 e 328,37 °C no primeiro evento e 

31,58% entre 345,87 e 374,66 °C no segundo, sendo a faixa de temperatura do primeiro evento 

próxima aos eventos de decomposição do Miglyol e do AM (sobrepostos), e a segunda dentro da 

faixa de decomposição principal do Dynasan114. Nessa mistura, houve a maior proporção de 

decomposição (95%) entre todas as misturas testadas, com baixo resíduo de decomposição do AM. 

Para a mistura Dyn118+Mig+AM, as perdas ocorreram em dois eventos: 40,87% de perda de massa 
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entre 272,21 e 321,66 °C, que é a região do início de decomposição do Miglyol e AM; e 44,98% 

entre 368,26 e 414,14°C, correspondendo à antecipação de aproximadamente 14°C do início de 

decomposição do Dynasan118. Já a mistura Comp+Mig+AM também teve o primeiro evento de 

decomposição na faixa entre a temperatura de decomposição do AM e do Miglyol, mas com o 

segundo finalizando com antecipação de 14°C da decomposição do Compritol. A única mistura 

que apresentou três eventos de decomposição foi o Imw+Mig+AM, sendo o primeiro evento 

ocorrendo em temperaturas próximas ao início de decomposição do Imwitor e do AM em 

sobreposição, o segundo na faixa de decomposição do segundo evento do Imwitor, e o terceiro na 

faixa do terceiro evento de decomposição do AM e do Alkest. Essas diferenças entre evento de 

decomposição único, em duas ou mais etapas podem ser melhor evidenciadas observando as curvas 

DTG das substâncias isoladas e das misturas no Apêndice B, bem como os valores detalhados dos 

eventos no Apêndice C. 

 Observando os gráficos da mistura ternária fármaco + tensoativos (lado B), é mostrado uma 

decomposição em duas etapas, onde o primeiro evento ocorre entre 269,36 e 313,13 °C com perda 

de 18,89% de massa, e o segundo entre 390,58 e 433,14 °C com perda de 48,86%. Observa-se 

também que não houve decomposição completa da mistura, assim como os componentes isolados. 

Quanto às misturas completas (lipídeo sólido+Miglyol+tensoativos+AM), as curvas TG mostraram 

um comportamento que se assemelha à soma das curvas das misturas ternárias fármaco+lipídeos 

com fármaco+tensoativos, onde os eventos de decomposição ocorrem em faixas de temperatura 

intermediárias aos eventos de decomposição de cada mistura ternária. Apenas na mistura com o 

Compritol a decomposição iniciou um pouco depois, aproximadamente 8 °C após das misturas 

ternárias. Além disso, todas as misturas apresentaram decomposição de mais de 80%, que é 

superior ao AM sozinho (66,4%) e à mistura AM + tensoativos (67,7%), com destaque para as 

misturas com Dynasan114. Isso pode estar relacionado com melhor interação do fármaco com 

todos os componentes juntos, que pode ter propiciado sua solubilidade no meio, promovendo 

decomposição da parte orgânica, restando apenas os resíduos de óxidos de antimônio.  Ademais, 

mesmo com a antecipação da temperatura de decomposição de algumas misturas, estas ocorrem 

acima de 200°C, faixa em que as formulações não serão expostas nem no processo de obtenção, 

nem durante armazenamento. Portanto, sugere-se que os compostos possuem boa estabilidade 

térmica nas condições de produção das nanopartículas. 
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 No que se refere à DTA, as curvas estão apresentadas na Figura 10, onde é possível 

visualizar os eventos térmicos entre as substâncias isoladas e suas respectivas misturas ternárias e 

misturas completas. O resumo dos dados da DTA está presente no Apêndice D. Na Figura 10A, 

observa-se as curvas dos compostos isolados e misturas com Compritol. Na curva do AM, existe 

um pico alargado endotérmico em 101,53 °C referente à sua fusão e perda de moléculas de água, 

com entalpia de 217,95 J/g, além de um início de evento exotérmico acima de 250 °C que 

corresponde ao início de sua decomposição, como mostrado no TG. A curva do Compritol 

apresenta um pico endotérmico em 76,64 °C e entalpia de 163,40 J/g, correspondente à sua fusão. 

Para o Miglyol, Alkest e Span não foram visualizados eventos na faixa estudada, visto que são 

substâncias líquidas com eventos de decomposição acima de 290 °C. Ao avaliar as curvas das 

misturas ternárias, a mistura Comp+Mig+AM apresentou o pico de fusão do Compritol com menor 

intensidade e mais alargado em 68,41 °C (antecipação de 4 °C), possivelmente da sua solubilização 

no lipídeo líquido e redução de cristalinidade, além de menor energia envolvida (56,57 J/g). Já a 

mistura ternária Span+Alk30+AM apresentou uma curva semelhante aos tensoativos, sem eventos 

perceptíveis, nem mesmo do fármaco, que pode sinalizar sua solubilização parcial na mistura 

líquida dos tensoativos. Por fim, a curva da mistura total apresenta um perfil semelhante à mistura 

ternária do fármaco + lipídeos, com um pico que corresponde à fusão do Compritol, ainda mais 

alargado e menos intenso, na faixa de 64,9 °C (antecipação de 9 °C) e com entalpia de 27,36 J/g. 

Na Figura 10B estão apresentados os gráficos das misturas com o Dynasan114 juntos aos 

compostos isolados. Na curva do Dynasan nota-se um pico endotérmico em 59,14 °C e energia 

envolvida de 245,24 J/g, referente ao ponto de fusão do mesmo. As demais substâncias isoladas já 

foram mencionadas no parágrafo anterior e são repetidas em todos os gráficos para comparação 

com cada mistura. Ao analisar a curva da mistura ternária do fármaco + lipídeos é possível perceber 

o deslocamento do pico de fusão do Dynasan114 para 52,23 °C, além de redução da entalpia para 

131,21 J/g. Já a mistura completa mostrou uma grande redução no pico e fusão do lipídeo sólido, 

que também resultou em grande redução de entalpia para 10,02 J/g, embora a faixa da temperatura 

de fusão tenha sido próxima da mistura ternária. Além disso, também houve um pico exotérmico 

em 258°C, relacionado à decomposição da amostra, como já mostrado na TG. 
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Figura 10 - Curvas DTA dos compostos isolados e misturas ternárias com o fármaco e mistura total 

 

Legenda: AM = antimoniato de meglumina; Dyn114 = Dynasan114; Dyn118 = Dynasan118; Comp = 

Compritol; Imwi = Imwitor; Alk30 = Alkest 30. Fonte: autoria própria 

  

 As curvas dos eventos relacionados ao Dynasan118 e suas misturas estão presentes na 

Figura 10C, que mostra seu evento de fusão quando isolado em 73,86°C, com um pico endotérmico 

bem definido e energia de 273,45 J/g. A mistura ternária com o lipídeo líquido e AM, foi observada 

uma pequena redução da temperatura do pico de fusão para 68,83 °C, juntamente com a diminuição 

da entalpia para 135,96 J/g, além do evento exotérmico com pico em 276,90 °C e entalpia de 379,78 

J/g, relacionado à decomposição da amostra. Já a mistura total também apresentou redução da 

entalpia e temperatura de fusão, evidenciados pela diminuição e deslocamento do pico, com valores 

de 56,78 J/g e 53,09 °C respectivamente. 
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 Por fim, a Figura 10D apresenta as curvas do Imwitor e suas misturas, onde é possível 

observar o pico endotérmico de fusão do lipídeo sólido em 64,76 °C e envolvimento de energia de 

239,95 J/g. Tanto a mistura ternária com lipídeo líquido e AM como a mistura total mantiveram o 

pico de fusão muito próximas ao Imwitor, e tiveram redução de entalpia para 120,43 e 120,19 J/g 

respectivamente. Além disso, em ambas as misturas foi mostrado um evento exotérmico 

relacionado às respectivas decomposições, que ocorreram em 261,79 °C e 253,83 °C.  

 Através da DTA foi possível confirmar o ponto de fusão dos lipídeos sólidos, que confere 

com as especificações do fabricante, além de poder avaliar possíveis alterações desse evento 

quando os mesmos foram misturados com o fármaco e demais excipientes da formulação. Em 

misturas complexas multicomponentes, como as misturas aqui testadas, alargamentos e diminuição 

de picos de fusão já são esperados devido à menor proporção de cada componentes na mistura, 

bem como às possíveis interações físicas ou solubilização dos componentes sólidos nos líquidos, o 

que também promove redução na entalpia dos eventos (DANTAS et al., 2018; PIRES et al., 2017; 

ZHENG et al., 2013). Além disso, a redução da entalpia demonstra a redução da cristalinidade do 

lipídeo sólido na mistura física, com o surgimento de arranjos polimórficos com menor 

organização, os quais são menos estáveis e, por isso, apresentam ponto de fusão em temperaturas 

menores (RIBEIRO et al., 2015; SEVERINO et al., 2011). Isso confere uma vantagem, visto que 

uma menor cristalinidade que será obtida na matriz lipídica após a recristalização permite melhor 

incorporação de fármacos, como mencionado anteriormente (ROCHA et al., 2022; YANPING et 

al., 2011). Por fim, essa pequena antecipação na temperatura de fusão ocorrida em algumas 

misturas pode ser favorável para obtenção dos CLNs desse trabalho, visto que facilita a fusão e 

mistura da fase oleosa durante o processo de obtenção, como também evita alcançar temperaturas 

elevadas que podem levar à fusão do fármaco e evaporação da sua solução aquosa utilizada nas 

nanopartículas. Resultados que sugerem algum tipo de interação, não necessariamente indicam 

incompatibilidades, uma vez que tais sinais de interação entre os componentes lipídicos da 

formulação podem ser desejáveis, ao ponto de contribuir para a obtenção de CLNs com melhores 

características (MATOS, 2017; SHETE; PATRAVALE, 2013). Porém, como pode ser indicativo 

de incompatibilidade da amostra, uma investigação mais aprofundada foi realizada.  
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5.2.2.2  Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier - FTIR 

 

 A utilização da técnica FTIR, no caso de misturas de componentes, permite avaliar 

possíveis interações químicas dos compostos que impliquem em mudanças na composição através 

de alterações significativas na forma e posição das bandas dos espectros (CHADHA; BHANDARI, 

2014; PANI et al., 2012). Nesse sentido, os espectros de infravermelho das amostras individuais e 

das misturas podem ser úteis para avaliação das interações observadas nas análises térmicas, bem 

como possíveis incompatibilidades. Os espectros das amostras isoladas e das misturas ternárias e 

totais são mostrados na Figura 11, na qual foram destacadas as principais bandas relacionadas aos 

grupos funcionais dos lipídeos em amarelo e do IFA em cinza. O apêndice E mostra as estruturas 

moleculares dos componentes. 

  

Figura 11 - Espectro de infravermelho das substâncias isoladas, misturas ternárias e mistura total 

Legenda: AM = antimoniato de meglumina; Dyn114 = Dynasan114; Dyn118 = Dynasan118; Comp = 

Compritol; Imwi = Imwitor; Alk30 = Alkest 30; MF = mistura física total. Fonte: autoria própria 
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 Na figura 11A observa-se o espectro do Compritol com uma banda larga por volta de 3400 

cm-1 relacionada aos estiramentos dos grupos -OH presentes nos mono- e diglicerídeos, além de 

picos fortes em 2920 cm-1 e 2850 cm-1 das vibrações do estiramento dos grupos –CH3 e –CH2, em 

1740 cm-1 do estiramento de C=O das carbonilas características de ésteres, picos menores em 1465 

cm-1 e 1380 cm-1  dos dobramentos de -CH2 e -CH3 de alcanos, em 1172 cm-1 e 1110 cm-1 do 

estiramento assimétrico de C-O de ésteres, um pico pequeno em 1060 cm-1 referente ao estiramento 

C-O de álcool secundário, e em 721 cm-1 de dobramento dos grupos CH2 de cadeias longas. O 

Miglyol apresentou picos de absorção em regiões semelhantes que são característicos de lipídeos, 

com exceção da absorção em 3400 cm-1, visto que é um triglicerídeo e todos os grupamentos -OH 

do glicerol estão esterificados com as cadeias de ácidos graxos. Os tensoativos Span e Alkest 

também apresentaram espectros com bandas semelhantes ao Compritol, já que são derivados de 

lipídeos. No caso do Span, existe também um pico em 1080 cm-1 referente ao estiramento C-O de 

álcool secundário, e a banda de absorção referente ao -OH em 3400 cm-1 é mais fraca devido menor 

presença desse grupamento. Também foram observados os picos em 2920 cm-1 e 2850 cm-1 de –

CH3 e –CH2, em 1740 cm-1 de C=O de ésteres, em 1465 cm-1 e 1380 cm-1  dos dobramentos de CH3 

e CH2, 1175 cm-1 de C-O de ésteres, e em 721 cm-1 de dobramento dos grupos CH2 de cadeias 

longas. Para o Alkest, além desses picos mencionados nas faixas de 2920 cm-1, 2850 cm-1, 1739 

cm-1, 1465 cm-1 e 721 cm-1, vale destacar um pico de forte intensidade em 1090 cm-1 característico 

do estiramento C-O-C de éter alifático, que é um grupamento muito presente em sua molécula 

devido à etoxilação, sendo esse pico em sobreposição com C-O de álcoois secundários e ésteres 

presentes na molécula. Outro destaque é o pico em 946 cm-1 dos dobramentos fora do plano de 

alcenos. Tais resultados do espectro do Compritol são semelhantes ao reportado por outras 

pesquisas (ARSHAD et al., 2019; BORGES et al., 2021; JANSOOK; FÜLÖP; RITTHIDEJ, 2019). 

 Nas misturas ternárias do AM com os lipídeos, a presença do IFA nas amostras foi 

confirmada com a detecção em bandas características do mesmo (já mencionadas no tópico 5.1.2) 

e ausentes nos demais componentes, sendo um pico em 1060 cm-1 referente aos grupos C-N das 

aminas e outra em 601 cm-1 correspondente ao Sb-O, os quais estão em menor intensidade devido 

a proporção de fármaco na mistura. Para a mistura ternária com os tensoativos, o AM foi 

identificado pela presença dos picos em 1641 cm-1 referente ao dobramento -NH de aminas 

secundárias e 601 cm-1 do Sb-O, além de uma banda mais pronunciada em 3400 cm-1 referente ao 

estiramento do -OH. Na mistura total, também é possível identificar os mesmos picos do IFA, ainda 
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que em baixa intensidade. Ademais, em todas as misturas foi possível notar os picos característicos 

dos lipídeos e tensoativos isolados. 

 O Imwitor apresentou um espectro com absorções em bandas muito semelhantes ao 

Compritol, uma vez que também é composto por mono- e diglicerídeos, mudando apenas os ácidos 

graxos. Na Figura 11B é possível visualizar os picos na região 2920 cm-1 e 2850 cm-1 de –CH3 e –

CH2, em 1740 cm-1 de C=O, em 1465 cm-1 e 1380 cm-1 dos dobramentos de -CH2 e -CH3, em 1172 

cm-1 e 1110 cm-1 do C-O de éster, um pico em 1080 cm-1 do estiramento C-O de álcool secundário 

e em 721 cm-1 de dobramento dos grupos CH2 de cadeias longas. Uma pequena diferença em 

relação ao Compritol foi observada na banda referente aos estiramentos dos grupos -OH, que se 

apresentou mais deslocada para 3300cm -1. Quanto à mistura ternária com os lipídeos, foi possível 

identificar o fármaco pelos picos em 1060 cm-1 e 601 cm-1, enquanto a mistura total apresentou os 

picos do mesmo em 1641 cm-1 e 601 cm-1. O espectro do Imwitor é semelhante à outro estudo 

(IBRAHIM; ALOMRANI; YASSIN, 2014). 

 A Figura 11C mostra o espectro do Dynasan114, que apresenta as bandas de absorção 

características dos lipídeos, tais como os picos nas regiões de 2920 cm-1 e 2850 cm-1 do estiramento 

dos grupos –CH3 e –CH2, em 1740 cm-1 do estiramento de C=O das carbonilas características de 

ésteres, em 1465 cm-1 e 1380 cm-1 dos dobramentos de -CH2 e -CH3, 1172 cm-1 e 1110 cm-1 do 

estiramento C-O de ésteres, e em 721 cm-1 de dobramento de grupos CH2 de cadeias longas. A 

diferença aqui foram picos justapostos na faixa entre 1215 e 1288 cm-1 do estiramento assimétrico 

C-O comum em triglicerídeos, além da ausência da banda de alta intensidade na região de 3400 

cm-1, uma vez que trata-se de um triglicerídeo. Nas misturas ternárias com os lipídeos, apenas picos 

de muito baixa intensidade relacionado ao fármaco foram identificados, sendo o 1641 cm-1 

referente ao -NH das aminas secundárias e 601 cm-1 do Sb-O. Na mistura total, apenas uma banda 

fraca em 3400 cm-1 e o sinal fraco em 1641 cm-1 foram identificados. Todas as misturas 

apresentaram os picos principais dos lipídeos e tensoativos isolados. Além da proporção diminuída 

do IFA nas misturas, os picos referentes à sua molécula podem ter sido diminuídos por uma 

dispersão mais facilitada do fármaco nessa mistura. Bertoni e colaboradores (2019) e Prajapati e 

colaboradores (2018) apresentaram espectro do Dynasan114 semelhante. 

 O espectro do Dynasan118 é mostrado na Figura 11D, onde é possível notar as principais 

bandas de absorção dos lipídeos muito semelhantes ao Dynasan114, com diferença nas 

intensidades, pois ambos são triglicerídeos que se diferenciam apenas no tamanho das cadeias 
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carbônicas dos ácidos graxos. Na mistura AM+lipídeos, o fármaco pôde ser identificado por dois 

sinais de baixa intensidade do C-N e do Sb-O em 1060 cm-1 e 601 cm-1 respectivamente.  Já na 

mistura total, é possível visualizar os picos do fármaco em 1641 cm-1 e 601 cm-1, e uma banda larga 

de baixa intensidade em 3400 cm-1. Além disso, os picos dos demais componentes também foram 

identificados. Esses resultados são similares ao que foi encontrado na literatura (IBRAHIM; 

ALOMRANI; YASSIN, 2014; TEERANACHAIDEEKUL et al., 2020). 

 Em todas as misturas dos diferentes lipídeos não foram observados deslocamentos bruscos 

de bandas de absorção, nem surgimento de picos em bandas novas. Baseados nesses resultados de 

compatibilidade, foi possível verificar que as interações observadas nas análises térmicas não 

foram oriundas de reações químicas perceptíveis em FTIR, ocorrendo apenas alteração nos 

parâmetros físico-químicos dos componentes, com indícios de solubilização entre os componentes 

(CHADHA; BHANDARI, 2014; PANI et al., 2012; ROJEK; WESOLOWSKI, 2019). Nesse caso, 

trata-se de uma interação que pode favorecer a formação de nanopartículas com maiores 

concentrações de fármaco. Isso aliado com os ensaios de cristalinidade dos lipídeos, direcionou 

para a escolha dos lipídeos sólidos Dynasan114 e Compritol para dar continuidade ao estudo. O 

Dynasan114 foi o lipídeo que apresentou uma interação que sugere melhor dispersão do fármaco 

nas misturas ternárias e misturas totais, bem como mostrou a melhor interação com o Miglyol, 

formando uma matriz lipídica de menor cristalinidade, que pode favorecer o encapsulamento do 

fármaco. O Compritol foi escolhido como a segunda opção de lipídeo sólido com o objetivo de 

comparação dos tipos de lipídeos sólidos nas nanopartículas, através da avaliação da influência do 

tamanho das cadeias carbônicas de ácidos graxos e da composição mista de mono-, di- e 

triglicerídeos nas propriedades físico-químicas e estabilidade dos CLN a serem desenvolvidos. 

Ademais, os resultados revelaram que os compostos possuem boa estabilidade térmica nas 

condições de produção das nanopartículas, bem como ausência de incompatibilidades químicas 

suportadas pelo FTIR. 
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5.2.3 Projeto experimental e otimização dos CLNs 

 

 Um ensaio de pré-formulação pode ser otimizado empregando planejamento estatístico de 

experimentos, também conhecido como Design of Experiments (DoE). O objetivo de utilizar um 

DoE nesse estudo foi investigar a influência de alguns parâmetros do método de obtenção e da 

formulação nas características físico-químicas dos CLNs, para obter as condições ideais de 

obtenção das nanopartículas com as melhores características. Assim, baseado em relatos da 

literatura e estudos preliminares, foram definidos como atributos críticos de qualidade das 

nanopartículas o diâmetro médio, PdI, potencial zeta e eficiência de encapsulamento, enquanto o 

tempo e potência de sonicação foram definidos como parâmetros críticos de processo e a 

quantidade de lipídeos e proporção lipídeo sólido/líquido como parâmetros críticos da formulação, 

visto que são fatores importantes que afetam a qualidade da formulação. Vale ressaltar que o tipo 

de tensoativo e a proporção hidrofílico/lipofílico foi avaliado em estudos prévios de ensaios de 

EHL, como mencionado anteriormente. Dessa forma, foram realizados experimentos do tipo 

central composto com dois níveis, em duas séries: a primeira série teve dois experimentos, com um 

lipídeos sólido diferente cada (escolhidos no ensaio de compatibilidade), e sem o fármaco, para 

avaliação dos parâmetros do método e triagem dos parâmetros da formulação das nanopartículas; 

a segunda série teve um experimento, com o fármaco, o lipídeo sólido de melhor resultado da 

primeira série, e as variáveis apenas da formulação em níveis otimizados da série anterior, para 

avaliação também da incorporação do fármaco.  

 Para a primeira série, os parâmetros selecionados como variáveis independentes (variáveis 

de entrada) para os dois ensaios, um com cada lipídeo sólido, foram a quantidade total de lipídeos 

na formulação (%Lip), a proporção de lipídeos sólido e líquido (Sol/Liq), o tempo de sonicação e 

a potência de sonicação (A%), medida em amplitude. Já as variáveis dependentes (variáveis de 

saída) avaliadas foram o diâmetro médio (Diam.), o índice de polidispersão (PdI) e potencial zeta 

(PZ) dos CLNs obtidos. Esse desenho experimental com quatro fatores em dois níveis gerou 31 

ensaios. Tais fatores foram escolhidos baseados em estudos que mostraram suas influências nos 

parâmetros críticos da qualidade das formulações, tais como a composição lipídica (tipos de 

lipídeos e concentração) interferindo nos tamanhos, índice de polidispersão, eficiência de 

encapsulamento e estabilidade de nanopartículas (APOSTOLOU et al., 2021; GORDILLO-

GALEANO; MORA-HUERTAS, 2018; PATHAK; KESHRI; SHAH, 2011; ZHENG et al., 2013), 
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bem como a contribuição do tempo e potência de ultrassom (KUMAR; SINGH; GARG, 2019; 

LUO et al., 2022; PUCEK-KACZMAREK, 2021; SIDDIQUI et al., 2014; SILVA et al., 2011). 

Da mesma forma, os níveis máximos e mínimos de cada fator foram estabelecidos baseados em 

uma triagem da literatura. O desenho experimental referente ao ensaio realizado com o lipídeo 

sólido Dynasan114 estão dispostos na Tabela 4 abaixo. 

 

Tabela 4 - Matriz do planejamento experimental feito com Dynasan114 + Miglyol mostrando as variáveis 

dependentes e independentes 

Amostra %Lip Sol/Liq 
Tempo 

(min) 

Potência 

(A%) 

Diam. 

(nm) 
PdI PZ (mV) 

1 12 75/25 7 55 48,18 ± 1,02 
0,602 ± 

0,036 

-12,30 ± 

0,603 

2 6 65/35 10 70 28,22 ± 0,072 
0,240 ± 

0,004 

-16,50 ± 

0,755 

3 8 55/45 7 55 36,24 ± 0,43 
0,233 ± 

0,012 

-12,10 ± 

0,141 

4 10 65/35 4 40 108,00 ± 0,65 
0,467 ± 

0,009 

-18,90 ± 

0,458 

5 10 85/15 10 40 123,00 ± 1,26 
0,582 ± 

0,005 

-14,90 ± 

0,115 

6 6 85/15 10 40 30,43 ± 0,28 
0,154 ± 

0,002 

-20,90 ± 

1,540 

7 10 85/15 4 70 14,97 ± 0,22 
0,422 ± 

0,014 

-25,90 ± 

0,265 

8 8 75/25 7 55 83,88 ± 0,13 
0,487 ± 

0,012 

-25,70 ± 

0,651 

9 8 75/25 7 55 43,03 ± 0,19 
0,263 ± 

0,005 

-8,15 ± 

0,550 

10 8 75/25 7 85 40,18 ± 0,26 
0,236 ± 

0,007 

-14,50 ± 

2,600 

11 8 75/25 7 25 122,10 ± 0,85 
0,425 ± 

0,004 

-18,10 ± 

0,351 

12 6 65/35 4 40 33,04 ± 0,66 
0,322 ± 

0,005 

-18,30 ± 

0,503 

13 6 85/15 4 70 26,15 ± 0,25 
0,269 ± 

0,002 

-18,20 ± 

0,306 
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14 10 65/35 10 70 53,46 ± 0,51 
0,256 ± 

0,011 

-10,40 ± 

0,808 

15 8 95/5 7 55 74,01 ± 0,36 
0,304 ± 

0,008 

-11,80 ± 

0,465 

16 6 65/35 4 70 36,67 ± 0,54 
0,338 ± 

0,012 

-17,20 ± 

0,351 

17 6 85/15 4 40 60,07 ± 0,83 
0,900 ± 

0,016 

-11,00 ± 

0,153 

18 10 85/15 4 40 110,50 ± 1,09 
0,482 ± 

0,007 

-14,40 ± 

0,354 

19 8 75/25 7 55 53,02 ± 0,27 
0,289 ± 

0,006 

-21,10 ± 

0,709 

20 10 85/15 10 70 60,20 ± 0,33 
0,375 ± 

0,022 

-13,90 ± 

0,057 

21 8 75/25 1 55 57,65 ± 0,62 
0,520 ± 

0,031 

-10,00 ± 

0,173 

22 8 75/25 7 55 46,32 ± 0,40 
0,227 ± 

0,006 

-20,40 ± 

1,230 

23 8 75/25 7 55 38,16 ± 0,03 
0,238 ± 

0,01 

-12,40 ± 

2,830 

24 8 75/25 7 55 37,42 ± 0,13 
0,234 ± 

0,003 

-14,60 ± 

2,570 

25 6 85/15 10 70 28,23 ± 0,18 
0,223 ± 

0,005 

-16,10 ± 

1,610 

26 4 75/25 7 55 22,01 ± 0,18 
0,275 ± 

0,023 

-15,90 ± 

1,140 

27 8 75/25 13 55 37,23 ± 0,15 
0,220 ± 

0,002 

-7,77 ± 

1,050 

28 8 75/25 7 55 80,74 ± 1,24 
0,495 ± 

0,06 

-23,90 ± 

2,140 

29 6 65/35 10 40 38,98 ± 0,39 
0,218 ± 

0,011 

-14,20 ± 

2,960 

30 10 65/35 10 40 53,65 ± 1,35 
0,609 ± 

0,039 

-20,00 ± 

0,541 

31 10 65/35 4 70 57,59 ± 0,22 
0,277 ± 

0,006 

-9,00 ± 

0,376 

Legenda: %Lip = quantidade de lipídeo na formulação total; Sol/Liq= proporção de lipídeo sólido e líquido 

dentro do total de lipídeos; Diam. = diâmetro; PZ = potencial zeta. 
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 Avaliando os resultados mostrados pelas variáveis dependentes, foi possível obter CLNs 

com diâmetro médio variando de 14,97 nm à 123 nm, PdI entre 0,154 e 0,900 e potencial zeta entre 

-7,77 e -25,9. As formulações apresentaram-se líquidas, com aspecto de translúcido à leitoso, 

condizente com os tamanhos encontrados, além de reflexo azulado característico de nanopartículas. 

De acordo com a literatura, nanopartículas ideais para uso oral devem possuir tamanhos inferiores 

à 300 nm, visto que isso permite permeabilidade intestinal aprimorada e absorção para circulação 

sistêmica, onde tamanhos menores que 100nm conferem também melhor farmacocinética, com 

maior eficiência de permeação e absorção oral (BANERJEE et al., 2016; DANAEI et al., 2018; LI 

et al., 2016). Quanto ao PdI, é sugerido que seja inferior à 0,300 para garantir uma distribuição de 

tamanhos mais estreita, característica de uma amostra menos dispersa, a qual possuirá 

comportamento físico-químico, farmacocinético e farmacológico mais homogêneo (DANAEI et 

al., 2018; MUSIELAK; FELICZAK-GUZIK; NOWAK, 2022). Já o potencial zeta, valores ≥ 

│30│mV (em módulo) são considerados ótimos para garantia de alta estabilidade eletrostática das 

nanopartículas. No entanto, na existência também de estabilidade estérica, como no caso de 

tensoativos não iônicos semelhantes aos utilizados aqui, esse valor pode ser menor 

(aproximadamente 20 mV) sem prejuízo da estabilidade (CARVALHO et al., 2018; HONARY; 

ZAHIR, 2013; SHAH et al., 2022; VARENNE et al., 2019).  

Baseado nesse contexto, para essa pesquisa foram estabelecidos como critérios de exigência 

o tamanho menor que 100 nm, PdI ≤ 0,300 e o PZ mais elevado possível, como propriedades ideais 

dos CLNs. Sendo assim, todas as amostras desse primeiro experimento apresentaram tamanhos 

dentro do ideal, porém o PdI e o PZ variaram bastante. De acordo com os resultados obtidos, as 

formulações que apresentaram tais características foram as amostras 2, 6, 10, 13, 19, 22, 23, 24, 

25, 26, 29, as quais foram produzidas com %Lip entre 4 e 8%, proporção Sol/Liq entre 65/35 e 

85/15, tempo de sonicação entre 4 e 10 minutos e potência entre 40 e 85%. 

 Através do processamento estatístico do planejamento experimental através de ANOVA, 

foi revelado um valor de p>0,05 para falta de ajuste, o que significa a adequação do modelo para 

as variáveis estudadas. Os gráficos de Pareto (Figura 12) foram elaborados para ilustração dos 

efeitos importantes e comparar a magnitude destes, determinando os parâmetros que mais 

contribuem nas variáveis tamanho, PdI e PZ, correlacionando com os CLNs de melhores 

resultados. 
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Figura 12 - Gráfico de Pareto para avaliação das variáveis no planejamento experimental feito com 

Dynasan114 + Miglyol  
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Legenda: %Lip = quantidade de lipídeo na formulação total; S/L= proporção de lipídeo sólido e líquido 

dentro do total de lipídeos; PZ = potencial zeta. Fonte: autoria própria 

 

 O gráfico de Pareto mostra que, para o diâmetro, as variáveis que tiveram efeito 

significativo (p<0,05) nos níveis analisados foram a potência de sonicação e a quantidade de lipídeo 

total da formulação (%Lip). O sinal negativo de um efeito para uma variável indica que em níveis 

mais baixos, a resposta da variável aumenta. Ou seja, para a variável diâmetro, baixos níveis de 

potência aumenta o diâmetro das nanopartículas. Assim como o valor positivo do efeito para a 

proporção de lipídeo mostra que altos níveis desse fator aumenta o diâmetro das nanopartículas. 

Para o PdI, além da potência de sonicação e quantidade de lipídeo que também tiveram uma 

contribuição similar do diâmetro, a interação entre a quantidade de lipídeo e o tempo de sonicação 

também é significativa, o que quer dizer que o tempo de sonicação passa a ter contribuição 

significativa quando avaliado com a quantidade de lipídeo, de forma que altos níveis desses fatores 

juntos aumentam o PdI. Quanto ao potencial zeta, nenhuma variável testada teve efeito 

significativo. Portanto, para obtenção de CLNs com melhores tamanhos e PdI, devem ser utilizados 

como parâmetros maiores potências, menores quantidades de lipídeos e tempos mais elevados, 

quando a quantidade de lipídeos for menor. Para uma melhor visualização desses efeitos 

significativos, foram gerados gráficos de superfície resposta, mostrados na Figura 13 e 14. 

 

Figura 13 - Gráfico de superfície resposta para a variável diâmetro em relação aos efeitos significativos do 

planejamento experimental das formulações feitas com Dynasan114  

 

Fonte: autoria própria 
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Figura 14 - Gráfico de superfície resposta para a variável PdI em relação aos efeitos significativos do 

planejamento experimental das formulações feitas com Dynasan114 

 

Fonte: autoria própria. 

 

 É possível observar no gráfico da Figura 13 que as regiões em vermelho, que correspondem 

aos maiores diâmetros, são regiões onde a potência está abaixo de 40% e a proporção de lipídio 

está acima de 8%. Pela inclinação, percebe-se o grau de significância do efeito, confirmando os 

resultados do Pareto que baixos níveis de potência e altos de quantidade de lipídeo aumentam o 

diâmetro médio das nanopartículas. O mesmo é observado no gráfico A da Figura 14 sobre a 

influência dos mesmos fatores para o PdI. Já no gráfico B é mostrado o efeito da interação tempo 

de sonicação e quantidade de lipídeo para o PdI, onde verifica-se que as interações em altos níveis 

de ambas as variáveis causam aumento da resposta (região vermelha), sendo os melhores valores 

de PdI (região verde) correspondentes à altos níveis de tempo de sonicação (acima de seis minutos) 

e baixos de quantidade de lipídeos (até 8%). Todos esses resultados estão de acordo com as 

amostras que apresentaram os melhores resultados de tamanho, índice de polidispersão e potencial 

zeta já mostradas na tabela 4. Assim, nesse planejamento realizado com Dynasan114 foi possível 

obter CLNs com características adequadas ao objetivo do trabalho, os quais representam mais de 

10 entre 31 amostras feitas no experimento. 
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 O segundo planejamento experimental da primeira série, agora com o lipídeo sólido 

Compritol, teve resultados que revelaram que todos os CLNs obtidos possuíam diâmetros 

adequados para uso oral, (< 300nm), porém o PdI e PZ variaram bastante, com poucas amostras 

dentro dos parâmetros ideais (PdI <0,300 e PZ ≥ │30│mV), conforme é possível observar na 

Tabela 5. Os resultados mostrados pelas variáveis dependentes mostram que foram obtidos CLNs 

com diâmetro médio variando de 35,06 nm à 286,5 nm, PdI entre 0,252 e 0,653, e potencial zeta 

entre -5,79 e -16,3. As formulações apresentaram-se líquidas, a maioria com aspecto leitoso 

condizente com os tamanhos encontrados, além de reflexo azulado. Baseado nos parâmetros ideais 

já mencionados de tamanho, PdI e PZ para as nanopartículas, apenas as amostras 16 e 21 desse 

experimento apresentaram resultados próximos ao adequado, embora o PZ estivesse muito abaixo 

do ideal. Essas amostras foram produzidas com %Lip entre 6 e 8%, proporção Sol/Liq entre 65/35 

e 75/25, tempo de sonicação entre 1 e 4 minutos e potência entre 55 e 70% de amplitude. 

 

Tabela 5 - Matriz do planejamento experimental feito com Compritol + Miglyol mostrando as variáveis 

dependentes e independentes  

Amostra %Lip Sol/Liq 
Tempo 

(min) 

Potência 

(A%) 

Diam. 

(nm) 
PdI PZ (mV) 

1 12 75/25 7 55 185,0 ± 5,615 0,648 ± 0,042 
- 8,68 ± 

0,349 

2 6 65/35 10 70 60,14 ± 0,202 0,536 ± 0,005 -8,65 ± 1,75 

3 8 55/45 7 55 35,06 ± 0,262 0,346 ± 0,004 
-5,79 ± 

0,445 

4 10 65/35 4 40 63,35 ± 0,516 0,454 ± 0,003 
-3,00 ± 

0,265 

5 10 85/15 10 40 222,4 ± 11,51 0,558 ± 0,040 -7,74 ± 1,14 

6 6 85/15 10 40 140,5 ± 3,315 0,592 ± 0,028 
-8,18 ± 

0,554 

7 10 85/15 4 70 198,5 ± 0,585 0,511 ± 0,007 
-7,79 ± 

0,330 

8 8 75/25 7 55 123,8 ± 1,537 0,632 ± 0,009 
-8,00 ± 

0,439 

9 8 75/25 7 55 118,6 ±1,922 0,653 ± 0,010 
-6,58 ± 

0,640 

10 8 75/25 7 85 196,2 ± 4,157 0,636 ± 0,004 
-7,43 ± 

0,234 
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11 8 75/25 7 25 80,77 ± 1,667 0,604 ± 0,045 -11,8 ± 4,01 

12 6 65/35 4 40 60,64 ± 1,299 0,514 ± 0,019 
-7,24 ± 

0,475 

13 6 85/15 4 70 149,2 ± 0,850 0,616 ± 0,049 
-10,2 ± 

0,433 

14 10 65/35 10 70 61,63 ± 0,552 0,467 ± 0,025 
-7,70 ± 

0,0874 

15 8 95/5 7 55 206,7 ± 2,250 0,648 ± 0,010 
-9,33 ± 

0,163 

16 6 65/35 4 70 36,71 ± 0,521 0,252 ± 0,001 
-7,93 ± 

0,051 

17 6 85/15 4 40 133,6 ± 0,635 0,594 ± 0,010 
-7,69 ± 

0,403 

18 10 85/15 4 40 171,9 ± 0,503 0,593 ± 0,012 
-10,7 ± 

0,755 

19 8 75/25 7 55 111,2 ± 11,03 0,669 ± 1,00 -10,1 ± 2,30 

20 10 85/15 10 70 286,5 ± 9,350 0,564 ±0,037 
-11,5 ± 

0,379 

21 8 75/25 1 55 50,79 ± 0,397 0,309 ± 0,73 
-8,31 ± 

0,372 

22 8 75/25 7 55 130,9 ±2,386 0,623 ± 0,006 
-11,0 ± 

0,351 

23 8 75/25 7 55 189,3 ± 3,899 0,562 ± 0,019 -10,4 ± 1,51 

24 8 75/25 7 55 221,3 ± 4,332 0,543 ± 0,038 
-6,92 ± 

0,225 

25 6 85/15 10 70 169,9 ± 2,250 0,556 ± 0,054 
-8,28 ± 

0,235 

26 4 75/25 7 55 148,7 ± 0,321 0,586 ± 0,007 -9,02 ± 1,29 

27 8 75/25 13 55 111,2 ± 3,014 0,549 ± 0,036 
-10,2 ± 

0,323 

28 8 75/25 7 55 113,3 ± 3,483 0,532 ±0,037 
-16,3 ± 

0,136 

29 6 65/35 10 40 49,42 ± 1,356 0,552 ± 0,034 -11,5 ± 1,16 

30 10 65/35 10 40 60,57 ± 2,120 0,545 ± 0,023 
-11,8 ± 

0,656 

31 10 65/35 4 70 55,23 ± 1,22 0,550 ± 0,024 
-9,97 ± 

0,471 

Legenda: %Lip = quantidade de lipídeo na formulação total; Sol/Liq= proporção de lipídeo sólido e líquido 

dentro do total de lipídeos; Diam. = diâmetro; PZ = potencial zeta. 
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 O teste ANOVA realizado mostrou valor de p>0,05 para falta de ajuste, demonstrando a 

adequação do modelo para as variáveis estudadas. Os gráficos de Pareto obtidos podem ser 

visualizados na Figura 15, que mostram os parâmetros de maior influência nas variáveis 

independentes testadas. 

 

Figura 15 - Gráfico de Pareto para avaliação das variáveis no planejamento experimental feito com 

Compritol + Miglyol  
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Legenda: %Lip = quantidade de lipídeo na formulação total; S/L= proporção de lipídeo sólido e líquido 

dentro do total de lipídeos; PZ = potencial zeta. Fonte: autoria própria 

  

Conforme mostra o gráfico de Pareto, a variável que teve efeito significativo (p<0,05) para 

o tamanho nos níveis analisados foi a proporção de lipídeos sólido e líquido (S/L). O sinal positivo 

do efeito significa que níveis elevados causam aumento da resposta da variável, ou seja, alta 

quantidade de lipídeo sólido na proporção S/L aumenta o tamanho das nanopartículas. Em outras 

palavras, aumentar a quantidade de Compritol na mistura com Miglyol geram CLNs com maiores 

tamanhos. Esse mesmo efeito foi observado para o PdI, que também sofre influência significativa 

do tempo de sonicação, de forma que um maior tempo de sonicação provocou aumento da 

polidispersão. Quanto ao potencial zeta, novamente, nenhuma variável testada teve efeito 

significativo. Sendo assim, CLNs compostos por Compritol possuem características de tamanho e 

PdI ideais quando utilizados alto tempo de sonicação e baixa proporção sólido/líquido dos lipídeos. 

Através dos gráficos de superfície resposta (Figura 16) pode-se visualizar melhor a interação dos 

efeitos nas variáveis testadas. 

 

Figura 16 - Gráfico de superfície resposta para a variável diâmetro (A) e PdI (B) em relação aos efeitos 

significativos do planejamento experimental das formulações feitas com Compritol.  

 

Fonte: autoria própria. 
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 No gráfico A é possível visualizar região em vermelho, que corresponde aos maiores 

diâmetros, a qual está relacionada com proporção S/L acima de 75% de lipídeo sólido e quantidade 

de lipídeo total acima de 7%. Já o gráfico B mostra os efeitos para o PdI, onde é possível observar 

uma grande região vermelha relacionada à valores elevados de PdI, correspondente a proporções 

acima de 75% de lipídeo sólido na variável S/L e tempo de sonicação maior que 8 minutos. Esses 

resultados estão em concordância com as amostras que apresentaram os melhores resultados de 

diâmetro médio, índice de polidispersão e potencial zeta apresentadas na Tabela 5. Entretanto, 

apenas duas amostras desse planejamento feito com o Compritol apresentaram as características 

ideais para o objetivo do estudo, o que é uma quantidade muito pequena em relação aos 31 

experimentos realizados. 

 Os resultados do planejamento com o lipídeo sólido Dynasan114 e com o Compritol 

revelaram que os fatores que mais influenciam nas características de diâmetro médio e no índice 

de polidispersão das nanopartículas dependem do tipo de lipídeo utilizado. No caso das 

formulações com Dynasan114, a quantidade total de lipídeo na formulação e a potência foram os 

fatores significativos e de maior magnitude, de forma que uma maior quantidade de lipídeo 

necessita de maior potência de sonicação para obter tamanhos e PdI adequados. Além disso, ficou 

demonstrado que a proporção Dynasan/Miglyol na formulação, avaliada pela variável S/L, não tem 

influência significativa no tamanho e PdI, o que pode ser explicado pelo fato de o Dynasan114 ser 

um lipídeo sólido composto por triglicerídeos do ácido mirístico (C:14), que é um ácido graxo de 

baixo peso molecular (MISCHEL; HOFFMANN, 2014), possuindo baixa interferência na 

viscosidade da matriz lipídica, sem causar grandes dificuldades na redução das partículas em 

tamanhos nanométricos. Baseado nesse mesmo raciocínio, devido Compritol ser composto por 

misturas de mono-, di- e triglicerídeos do ácido beênico (C:22), o qual possui alto peso molecular, 

ocorre um aumento na viscosidade da matriz lipídica que dificulta o rompimento das partículas 

para atingir tamanhos nanométricos e com baixa dispersão de tamanhos, o que pode justificar a 

interferência significativa da variável S/L nas formulações com o Compritol. Por fim, em ambas 

formulações não foram apresentadas variáveis com interferências significativas no potencial zeta, 

o que é justificado pelo fato de não terem sido testados parâmetros que causem grandes alterações 

nas cargas superficiais das nanopartículas, como diferenças de pH, moléculas com carga, 

eletrólitos, tensoativos e suas proporções (HONARY; ZAHIR, 2013; KAMBLE et al., 2022; 

SHAH, 2014). 
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 A literatura corrobora esses resultados, visto que já são relatados que formulações com 

grandes quantidades de lipídeo na dispersão necessitam de maior energia (potência) para serem 

“quebrados” em tamanhos nanométricos, assim como elevadas concentrações de lipídeos podem 

levar à um aumento de tamanho devido a quantidade insuficiente de tensoativos para cobrir toda a 

superfície das partículas (APOSTOLOU et al., 2021; AZHAR SHEKOUFEH BAHARI; 

HAMISHEHKAR, 2016; PATHAK; KESHRI; SHAH, 2011). O tipo de lipídeo também já é um 

fator consolidado nos estudos como interferente na obtenção de nanopartículas, onde sistemas com 

matrizes compostas por lipídeos de alto peso molecular possuem maior viscosidade, que é um 

parâmetro que dificulta a redução de tamanhos em relação à lipídeos de menor peso, quando 

utilizando a mesma energia (BEHBAHANI et al., 2017; MARTINS et al., 2011; RIGON et al., 

2018; SHETE; PATRAVALE, 2013; ZHENG et al., 2013). Além disso, a quantidade de energia 

fornecida ao sistema, através do controle da potência do sonicador e o tempo de exposição, 

interferem na distribuição de tamanhos, de forma que melhores resultados de tamanho e PdI são 

obtidos empregando-se potência e tempos maiores. Entretanto, para o tempo existe um limite de 

exposição em que valores superiores não conferem benefício adicional, ou causam aumento de PdI 

por favorecer aglomeração das partículas pelo elevado tempo de choque entre elas (BEHBAHANI 

et al., 2017; KUMAR; SINGH; GARG, 2019; PUCEK-KACZMAREK, 2021; SIDDIQUI et al., 

2014). Sendo assim, ficam confirmados os efeitos do tipo e quantidade de lipídeo, a proporção de 

lipídeos sólido/líquido na matriz lipídica, e os parâmetros de sonicação no tamanho e a 

homogeneidade da dispersão dos CLNs. Diante do exposto, os resultados dessa primeira série de 

ensaios de planejamento experimental direcionaram a escolha do Dynasan114 como lipídeo sólido 

para continuar o estudo, permitiu uma triagem da faixa de composição lipídica, bem como 

determinou os parâmetros do método de obtenção. 

 Alguns estudos que também avaliaram a influência de diferentes fatores nas propriedades 

das nanopartículas através de diversos planejamentos de experimentos, chegaram a resultados 

semelhantes. Quanto aos parâmetros de sonicação, estudos mostraram que a redução do tamanho 

de partículas é proporcional à potência de sonicação empregada e a uniformidade de dispersão 

dependendo do tempo (BECKER PERES et al., 2016; BEHBAHANI et al., 2017; CORTIAL et 

al., 2015; CUNHA et al., 2020). Já em relação aos parâmetros da formulação, as pesquisas têm 

relatado que as principais influências no tamanho e PdI das nanopartículas é a quantidade de lipídeo 

total e concentração de lipídeos sólidos na formulação, cuja diminuição desses fatores facilitam a 
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obtenção de tamanhos menores e distribuição mais homogênea (DAS; NG; TAN, 2012; GHANEM 

et al., 2021; KELIDARI et al., 2017; SALEM et al., 2020; SOLEIMANIFARD et al., 2020). Além 

desses fatores, outros fatores que as pesquisas têm mostrado que contribuem para o aumento do 

tamanho das nanopartículas é o tipo de lipídeo (BEHBAHANI et al., 2017; FONSECA-SANTOS 

et al., 2019; PINTO et al., 2019; VARSHOSAZ et al., 2010), inclusive quando testados para 

nanopartículas encapsulando IFAs hidrofílicos (BECKER PERES et al., 2016; CAVALCANTI et 

al., 2018; DĄBROWSKA; SOUTO; NOWAK, 2021; GHADIRI et al., 2012; KHEZRI et al., 2020; 

SHARIF MAKHMAL ZADEH et al., 2018; VARSHOSAZ; TABBAKHIAN; MOHAMMADI, 

2010). Na eficiência de encapsulamento, o que mais influenciou melhores incorporações de 

fármaco foi a quantidade e tipo de lipídeo e de tensoativo, sendo uma relação direta na quantidade 

desses componentes e um maior encapsulamento (BAIG et al., 2016; DARA et al., 2019; SALEM 

et al., 2020; SHAH et al., 2012). Já a proporção lipídio sólido/líquido tem mostrados resultados 

distintos, predominando a relação de maior concentração de lipídios sólidos ocasionando menor 

EE, visto que a adição de lipídio líquido à matriz proporciona menor cristalinidade, permitindo que 

mais fármaco seja incorporado (KELIDARI et al., 2017; SALEM et al., 2020). Entretanto, se 

tratando de CLN contendo fármacos hidrofílicos que foram produzidos pelo método de 

emulsificação múltipla ou microemulsão, em que o fármaco é adicionado em forma de solução 

aquosa, essa fase interna presente na fase oleosa já provoca uma desorganização que ajuda a reduzir 

a cristalinidade da matriz lipídica, sem a necessidade de quantidades maiores de lipídeo líquido. 

Inclusive, uma maior proporção de lipídeo líquido nesses casos pode amorfisar em excesso a matriz 

e dificultar a solidificação, facilitando que o fármaco escape da nanopartícula. Por isso, alguns 

estudos mostram uma maior quantidade de lipídeo sólido favorecendo maior encapsulamento de 

fármacos (AWADEEN; BOUGHDADY; MESHALI, 2020; BECKER PERES et al., 2016; 

FANGUEIRO et al., 2012; GHASEMIAN et al., 2017), assim como visualizado nesse estudo. 

 Portanto, para o planejamento da segunda série foram estabelecidos os seguintes critérios: 

quantidade de lipídeo (%Lip) e a proporção de lipídeos sólido e líquido (Sol/Liq) como variáveis 

independentes; parâmetro de sonicação fixados em 7minutos e potência de 55% de amplitude; 

diâmetro médio, índice de polidispersão, potencial zeta e eficiência de encapsulamento como 

variáveis dependentes. Esses critérios foram utilizados em planejamento experimental do tipo 

central composto, com dois fatores, em dois níveis e três repetições do ponto central, o que gerou 
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um total de 13 experimentos, cujo desenho experimental e os resultados estão expostos na Tabela 

6. 

 

Tabela 6 - Matriz do planejamento experimental contendo o fármaco, feito com Dynasan114 + Miglyol, 

mostrando as variáveis dependentes e independentes  

Amostra %Lip Sol/Liq Diam. (nm) PdI PZ (mV) EE (%) 

1 6,00 65/35 31,77 0,280 -39,0 53,61 

2 8,00 65/35 41,13 0,227 -27,9 49,93 

3 6,00 85/15 37,45 0,344 -19,6 41,31 

4 8,00 85/15 38,01 0,296 -23,6 59,94 

5 5,59 75/25 26,51 0,244 -19,1 46,29 

6 8,41 75/25 45,52 0,263 -13,7 44,14 

7 7,00 61/39 39,35 0,279 -21,3 40,78 

8 7,00 89/11 35,45 0,269 -16,8 56,32 

9 7,00 75/25 48,09 0,248 -17,7 57,20 

10 7,00 75/25 34,54 0,230 -24,9 50,54 

11 7,00 75/25 34,73 0,251 -11,0 51,54 

12 7,00 75/25 38,45 0,273 -18,8 55,70 

13 7,00 75/25 41,50 0,249 -20,1 56,32 

Legenda: %Lip = quantidade de lipídeo na formulação total; Sol/Liq= proporção de lipídeo sólido e líquido 

dentro do total de lipídeos; Diam. = diâmetro; PZ = potencial zeta. 

 

 É possível observar na tabela que os resultados mostram a obtenção de CLNs com diâmetro 

médio variando de 26,51 nm à 48,09 nm, PdI entre 0,227 e 0,344, potencial zeta entre -11,0 e -39,0 

e eficiência de encapsulamento entre 40,78% e 59,94%. As formulações apresentaram-se líquidas, 

com aspecto translúcido condizente com os tamanhos encontrados, além de reflexo azulado. 

Considerando os parâmetros ideais para esse estudo já mencionados, todas as amostras desse 

experimento apresentaram resultados adequado em relação ao diâmetro, apenas a amostra 3 

apresentou PdI um pouco acima do recomendado. O potencial zeta sofreu muita variação, com 

algumas formulações tendo valores próximos ao ideal. Quanto à eficiência de encapsulamento, 

valores próximos à 50% são os mais encontrados em estudos com CLNs contendo fármacos 
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hidrofílicos (CAVALCANTI et al., 2018; DARA et al., 2019; GHADIRI et al., 2012; 

GHASEMIAN et al., 2017; KHEZRI et al., 2020; LIU et al., 2014; ROSTAMKALAEI et al., 

2019; SHAH et al., 2012; SHTAY et al., 2019; VARSHOSAZ; TABBAKHIAN; MOHAMMADI, 

2010; ZHAO et al., 2014). O modelo mostrou-se ajustado para as variáveis avaliadas, com exceção 

do PdI (p<0,05), o que pode estar relacionado à pouca contribuição dos níveis dos efeitos testados 

nessa variável, resultando em pouca variação na resposta. Os gráficos de Pareto obtidos para esse 

planejamento estão dispostos na Figura 17, onde é possível visualizar os parâmetros de maior 

magnitude e significativos nas variáveis independentes testadas. 

 

Figura 17 - Gráfico de Pareto para avaliação das variáveis no planejamento experimental feito com 

Dynasa114 + Miglyol contendo o fármaco 
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Legenda: %Lip = quantidade de lipídeo na formulação total; Sol/Liq= proporção de lipídeo sólido e líquido 

dentro do total de lipídeos; PZ = potencial zeta; EE = eficiência de encapsulamento. Fonte: autoria própria 

 

 Como mostram os gráficos acima, a variável que teve efeito significativo (p<0,05) para o 

diâmetro nos níveis analisados foi a quantidade de lipídeos total (%Lip), cujo sinal positivo do 

efeito demonstra que níveis elevados causam aumento do diâmetro das nanopartículas. Para o 

potencial zeta, novamente, nenhuma variável testada teve efeito significativo. Já na eficiência de 

encapsulamento, foi significativa a interações entre os efeitos %Lip e Sol/Liq com sinal positivo, 

indicando que altos níveis das variáveis juntas aumentam a resposta. Ou seja, uma maior 

quantidade de lipídeo total e uma maior proporção de lipídeo sólido na razão Dynasan114/Miglyol 

pode aumentar a EE. Já o PdI não teve os efeitos avaliados, visto que o modelo não foi ajustado 

para essa variável, podendo-se aproveitar apenas a avaliação de tendências dos fatores testados 

nessa variável, o que nesse caso demonstrou uma propensão de aumentos nos valores de PdI com 

o aumento da proporção Sol/Liq, conforme pode ser observado na Tabela 6 mostrada acima. Por 

conseguinte, evitar as proporções de lipídeo sólido mais altas pode favorecer PdI mais baixos. 

Sendo assim, é possível inferir que os CLNs compostos por Dynaan114 contendo o fármaco 

possuem as melhores características quando utilizados menores quantidades de lipídeo total e 

menor porção sólido/líquido, enquanto maior EE é obtida com quantidades maiores. Portanto, foi 

necessário encontrar uma região intermediária desses fatores que resultasse em valores ótimos tanto 

para o tamanho da nanopartícula, quanto para a eficiência de encapsulamento do fármaco, o que 

pôde ser melhor visualizado através dos gráficos de superfície resposta (Figura 18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



102 
 

 

Figura 18 - Gráfico de superfície resposta para a variável diâmetro (A) e eficiência de encapsulamento (B) 

em relação aos efeitos significativos do planejamento experimental das formulações feitas com Dynasan114 

contendo o fármaco. 

 

Fonte: autoria própria 

 

 No gráfico A é possível visualizar que os melhores diâmetros estão presentes na região 

verde/amarela, que corresponde à proporção Sol/Liq abaixo de 90% de lipídeo sólido e quantidade 

de lipídeo total abaixo de 8%. Já no gráfico B, observa-se que as melhores EE estão nas regiões 

laranja/vermelha, relacionadas às proporções Sol/Liq acima de 80% de lipídeo sólido e quantidade 

total de lipídeo acima de 7%. Esses resultados apontam para as amostras 4, 6, 8, 9, 10, 11, 12, 13 

como as melhores do ensaio e, como as amostras de 9 a 13 são repetições do experimento, apenas 

4 amostras (4, 6, 8 e 9) foram consideradas como as formulações ideais apara a obtenção dos CLNs. 

Considerando, entre estas, que todas possuem tamanhos ótimos para a finalidade do estudo, PdI 

dentro da faixa de baixa dispersão (≤ 0,300) e que o potencial zeta variou sem influência das 

variáveis testadas, a escolha da melhor formulação foi feita baseada na eficiência de 

encapsulamento, uma vez que seus valores determinam a forma de liberação do IFA da matriz 

lipídica, além da quantidade total de fármaco na formulação. Nesse contexto, a amostra 4 foi 

selecionada como a melhor formulação para obtenção das nanopartículas que continuam no estudo.  
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5.3 OBTENÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DOS CLNs 

 

 A partir dos parâmetros das amostras eleitas no planejamento experimental foram 

desenvolvidos os CLNs com e sem o fármaco, doravante denominados CLN4 e CLNb 

respectivamente. Os carreadores foram obtidos por ultrasonicação à quente pelo método de 

emulsão múltipla explicado no tópico 4.2.3, além dos parâmetros definidos no DoE de 7 minutos 

de sonicação à uma potência de 55% de amplitude, utilizando 8% de lipídeo na proporção 85% 

Dynasan e 15% Miglyol para o CLN4.  

 

5.3.1  Diâmetro médio, índice de polidispersão, potencial zeta, pH e Eficiência de 

encapsulamento 

 

 Os nanocarreadores obtidos passaram por caracterização pós-preparo para avaliação de 

diâmetro médio, PdI, potencial zeta (PZ), eficiência de encapsulamento (EE) e pH, os quais foram 

também monitorados continuamente ao longo da pesquisa para avaliação de estabilidade. O CLN4 

apresentou diâmetro médio de partícula de 41,13 ± 0,210 nm, PdI 0,227 ± 0,017, potencial zeta de 

-27,9 ± 1,30 mV, pH de 5,73 ± 0,11, além de eficiência de encapsulamento de 62,46 ± 1,48 %, 

enquanto o CLNb teve diâmetro médio de 36,91 ± 0,341 nm, PdI 0,184 ± 0,009, potencial zeta de 

-22,0 ± 1,18 mV e pH 5,93 ± 0,32. Ambos os carreadores possuíram valores de diâmetro, PdI e PZ 

semelhantes à mesma formulação testada no planejamento experimental, demonstrando sua 

reprodutibilidade, bem como a EE também foi semelhante. Pequenas alterações no CLN4 podem 

estar relacionadas à incorporação do fármaco, que pode influenciar em alguns parâmetros, como 

aumento de tamanho e variação de PZ e pH das nanopartículas, que nesse estudo mostrou um pH 

levemente mais baixo comparada ao CLN4b devido ao pH ácido do fármaco em solução. 

 Em aplicações farmacêuticas, o tamanho e a homogeneidade da dispersão das 

nanopartículas são parâmetros cruciais para garantir um comportamento ideal da formulação em 

termos de estabilidade, absorção, entrega alvo e segurança (CHEN et al., 2020; LI et al., 2016). 

Por isso, é importante obter carreadores com características físico-químicas ótimas, que confiram 

estabilidade, bem como adequadas ao seu uso, e que essas características se mantenham com o 

encapsulamento do fármaco. Os valores de diâmetro, PdI, PZ, EE apresentados pelo CLN4 estão 

dentro dos padrões de qualidade recomendados na literatura para conferir melhor estabilidade para 



104 
 

as nanopartículas e dentro dos critérios estabelecidos dessa pesquisa (diâmetro ≤ 100nm, PdI≤ 

0,300 e PZ ≥│20│ mV, EE ≥50%). Além disso, o carreador possuiu um pH característico da 

solução do AM, que não impede administração oral, como também demonstrou uma eficiência de 

encapsulamento condizente, e até superior, a outros estudos que incorporaram IFAs hidrofílicos 

em CLNs (CAVALCANTI et al., 2018; DARA et al., 2019; GHADIRI et al., 2012; GHASEMIAN 

et al., 2017; KHEZRI et al., 2020; LIU et al., 2014; ROSTAMKALAEI et al., 2019; SHAH et al., 

2012; SHARIF MAKHMAL ZADEH et al., 2018; SHTAY et al., 2019; TIAN et al., 2018; 

VARSHOSAZ; TABBAKHIAN; MOHAMMADI, 2010). Devido à alta solubilidade em água, 

fármacos muito hidrofílicos e o baixo peso molecular, como o AM, são de difícil incorporação em 

muitos sistemas de liberação de fármacos, possuindo média de encapsulamento nas pesquisas por 

volta de 60% (LI; LI; ZHAO, 2020; MIRCHANDANI; PATRAVALE; BRIJESH, 2021). 

 Em relação à encapsulação de antimoniato de meglumina em outros estudos, são poucas as 

pesquisas que utilizaram nanocarreadores como sistemas de entrega do fármaco, os quais 

obtiveram EE em faixas próximas nos diferentes sistemas obtidos, tais como lipossomas com 58% 

(FRÉZARD et al., 2000), 38% (BORBOREMA, 2010) 55,3-55,8% (MOOSAVIAN KALAT et 

al., 2014) e 51,1% (MOOSAVIAN; FALLAH; JAAFARI, 2019), nanopartícula de quitosana 

tiolada revestida com manose com 63,4% (SARWAR et al., 2017), sendo um estudo com EE mais 

elevada com nanopartículas de PLA com 70,5% (COSCO et al., 2021), embora a concentração de 

antimônio tenha sido 10x menor que as utilizadas aqui. Outros três estudos não informaram a EE 

das nanopartículas obtidas (ALVARENGA et al., 2015; BARAZESH et al., 2018; SOUSA-

BATISTA et al., 2019). Sendo assim, fica demonstrado o potencial inovador dessa pesquisa. 

Ademais, as avaliações iniciais realizadas confirmaram a qualidade dos nanocarreadores obtidos, 

sendo direcionados para demais ensaios de caracterizações físico-químicas. 

 

5.3.2 Calorimetria Diferencial Exploratória (DSC) dos CLNs 

 

 As avaliações de DSC do fármaco, lipídeo sólido, mistura física total e carreadores 

desenvolvidos foram realizadas visando avaliação do comportamento térmico das amostras e da 

cristalinidade da matriz lipídica no CLN, visto que são fatores importantes para prever a 

estabilidade física a longo prazo das nanopartículas, no que concerne sua capacidade de manter o 

encapsulamento do fármaco. Os gráficos estão apresentados na Figura 19. Comparando a curva do 
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AM isolado com a mistura física e CLN4, nota-se que não aparece o evento de fusão do fármaco. 

No caso do Dynasan puro em relação às demais amostras, é possível notar um leve deslocamento 

do pico de fusão do lipídeo de 60,4 °C para 52,28 °C na MF, 50,9 °C no CLNb e 52,30 °C no 

CLN4, além de redução das entalpias de -199,39 J/g para 33,06 J/g, 21,30 J/g e 25,70 J/g 

respectivamente. 

 

Figura 19 - Gráficos de DSC do fármaco (AM) e lipídeo sólido (Dyn114) isolados, da mistura física total 

(MF) e dos carreadores obtidos com (CLN4) e sem o fármaco (CLNb) 

 

Fonte: autoria própria 

 

 O desaparecimento do pico de fusão do fármaco sugere sua solubilidade nos excipientes da 

formulação, tanto na MF quanto no CLN4, sendo nesse último também indicativo de incorporação 

da solução do fármaco na matriz da nanopartícula, como relatado em alguns estudos (BENIVAL; 

DEVARAJAN, 2012; LIU et al., 2014; MIRCHANDANI; PATRAVALE; BRIJESH, 2021; 

SAEEDI et al., 2021). Também pode estar relacionado à diminuição da sua proporção. Além disso, 

a inclusão do AM nas misturas favoreceu a redução da cristalinidade, já que o mesmo é uma 

substância amorfa, culminando na redução das entalpias. Quanto ao lipídeo (ΔH -199,39 J/g), a 

mudança na endoterma de fusão foi gradativa, com redução das temperaturas e entalpias de fusão 

na MF (ΔH -33,06 J/g), no CLNb (ΔH -21,30 J/g) e CLN4 (ΔH -25,70 J/g), visíveis através do 

deslocamento e redução do pico. A diminuição na MF é condizente com a solubilização do 

Dynasan na mistura líquida dos excipientes, formando uma mistura com fusão facilitada, enquanto 

no CLNb e CLN4 é também relacionada a formação de matrizes lipídicas com imperfeições, menos 
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cristalinas, que foram ocasionadas pela formação da nanopartícula (LIU et al., 2017; SCHOENITZ 

et al., 2014).  Ambos os carreadores apresentaram evento de fusão com menor entalpia que a MF, 

o que pode ser explicado pelo tamanho nanométrico da partícula, cuja alta área superficial facilita 

a fusão com menor gasto energético (PIRES et al., 2017; ROSTAMKALAEI et al., 2019). Porém, 

no caso da temperatura, o CLNb possuiu o menor valor, sendo relacionado com a ausência do 

fármaco, que é uma substância sólida e eleva o ponto de fusão quando presente nas misturas. Essa 

mesma interferência contribuiu para a diferença entre as nanopartículas, embora mínima, 

confirmado pela temperatura e entalpia um pouco maior do CLN4 em relação ao CLNb. 

 Para inferir de forma mais assertiva sobre a redução de cristalinidade do lipídeo durante a 

obtenção das nanopartículas baseado no resultado do DSC, foi realizado o cálculo do índice de 

recristalização (IR), conforme equação 1 mencionada nos métodos. O resultado mostrou um IR de 

18,95% para o CLN4, confirmando a redução da cristalinidade do lipídio sólido após solidificação 

e a formação de uma matriz imperfeita do nanocarreador. O IR vai depender da composição da 

nanopartícula e da proporção de lipídeo líquido usada, os quais vão influenciar na redução da 

cristalinidade do lipídeo sólido (BAN et al., 2014; CAMPOS et al., 2019; MADUREIRA et al., 

2015). No caso do carreador obtido nesse estudo, ainda deve-se levar em consideração a solução 

do fármaco usada como fase aquosa interna durante o método de obtenção do CLN4, que também 

influencia nesse cálculo, tornando a cristalização menor (NELIS et al., 2019). Como já 

mencionado, a redução da cristalinidade é um fenômeno desejado para incorporação do fármaco 

com maior estabilidade, sendo retido dentro encapsulado ao longo do tempo de prateleira (DAS; 

CHAUDHURY, 2011; GALVÃO et al., 2016; PATHAK; KESHRI; SHAH, 2011). Por 

conseguinte, o resultado encontrado foi favorável à encapsulação do AM no CLN desenvolvido. 

 

5.3.3 Difratometria de Raios X (DRX) 

  

 A avaliação por DRX foi realizada para avaliação da estrutura das substâncias isoladas, da 

alteração estrutural quando em mistura e no nanocarreador, e para confirmação dos resultados 

obtidos no DSC. Conforme mostrado na Figura 20, é possível ver o padrão de DRX do AM 

(discutido no item 5.1.3), onde está mostrado seu comportamento amorfo. O Dynasan exibiu picos 

intensos em ângulos 2ɵ entorno de 19,29, 23,15, 24,05, indicando natureza cristalina. Esses picos 

já foram relacionados anteriormente às formas polimórficas α, β e β/β’ respectivamente (LIU et 
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al., 2017; SEVERINO et al., 2012). Na mistura física, já foi apresentado um grau de amorfização, 

evidenciado pelo desaparecimento de picos menores e redução dos picos mais intensos 

característicos do lipídeo, como os citados acima, que aparecem em bem menor intensidade devido 

a sobreposição com um halo amorfo oriundo dos outros componentes da mistura (AM, tensoativos 

e lipídeo líquido). Por fim, os nanocarreadores apresentaram difratogramas semelhantes, com um 

grande halo amorfo sem presença de nenhum pico cristalino do lipídeo sólido, denotando um maior 

grau de amorfização em relação à MF. 

 

Figura 20 - Difratogramas do fármaco (AM) e lipídeo sólido (Dyn114) isolados, da mistura física de todos 

os componentes (MF) e dos carreadores obtidos com (CLN4) e sem o fármaco (CLNb) 

 

Fonte: autoria própria 

 

 O difratograma do Dynasan está de acordo com a literatura (KIPRIYE; ŞENEL; 

YENILMEZ, 2017; KRISHNAM RAJU; SUDHAKAR; MURTHY, 2014; KUPETZ; BUNJES, 

2014). O alargamento dos picos do Dynasan visualizados no gráfico da MF foram provocados pela 

adição dos demais componentes presentes na MF, com consequente solubilização do lipídeo, 
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acarretando a diminuição da organização da estrutura cristalina, com predominância polimorfos 

menos estáveis. Assim como, o desaparecimento dos picos com o surgimento de um halo amorfo 

largo mostrados nos gráficos do CLN4 e CLNb é resultado da obtenção de nanocarreadores com 

variação polimórfica na matriz, alcançando um grau desorganização, característico de CLNs que 

possuem lipídeo líquido em sua formulação (SAKELLARI et al., 2021; SATO; UENO, 2011; 

SCHOENITZ et al., 2014; SEVERINO et al., 2017).  

 Triglicerídeos podem se solidificar em diferentes formas cristalinas, dependendo da forma 

de processamento, da presença de misturas de lipídeos ou de uma interface óleo/água, visto que 

isso influencia o empacotamento ordenado das suas cadeias de ácidos graxos (ALFUTIMIE et al., 

2016; DOUAIRE et al., 2014; SATO; UENO, 2011). Em geral, lipídeos de cadeia longa, como o 

Dynasan, se cristalizam em duas ou três fases diferentes, α e β' ou α, β e β/β’ respectivamente 

(RIBEIRO et al., 2015; SEVERINO et al., 2012). Essas estruturas polimórficas variam em níveis 

de maior ou menor energia e possuem diferentes graus de cristalinidade. A conformação β é a mais 

estável e de maior ponto de fusão, sendo a mais cristalina, enquanto as conformações α e β' são 

mais instáveis e de menor ponto de fusão, responsáveis por arranjos de menor cristalinidade (DA 

SILVA et al., 2016; GOMES DA SILVA et al., 2022; NELIS et al., 2019). Por isso, esses últimos 

polimorfos são os mais prevalentes em CLN que demonstram redução de cristalinidade da matriz 

no DRX (LIU et al., 2017). 

 Nos resultados de DRX mostrados nesse trabalho, os picos mais intensos presentes no 

difratograma do Dynasan referentes à forma β e β /β’ indica sua conformação na forma polimórfica 

mais cristalina e estável. Houve uma redução de cristalização na MF, demonstrado pela 

sobreposição desses picos com o aparecimento de um halo amorfo dos demais componentes, 

enquanto nos CLNs houve desaparecimento dos picos característicos de formas cristalinas do 

lipídio, o que é condizente com amorfização da matriz do carreador. Ademais, esses resultados 

corroboram os apresentados no DSC, que sugeriram redução de cristalinidade da MF e dos CLNs 

devido à diminuição do pico de fusão, das temperaturas e das entalpias. Isso, acompanhado pelo 

desaparecimento dos picos no DRX, confirmam maior amorfização do nanocarreadores. Assim, 

foi obtida uma matriz mais desorganizada, que favorece a incorporação de quantidade maior de 

AM, podendo minimizar sua expulsão durante o armazenamento, e também modular sua liberação. 
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5.3.4 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada De Fourier (FTIR) 

 

 Para confirmação da incorporação do fármaco na matriz dos CLN, bem como avaliação de 

interações e estabilidade físico-química, foi realizado ensaio de espectroscopia no infravermelho, 

cujos gráficos estão apresentados na Figura 21. Em amarelo estão destacados os picos 

característicos dos lipídeos, o quadrado branco ressalta picos em de grupamentos em comum do 

lipídeo e do AM, e em cinza os picos mais característicos do fármaco, que foram usados para 

destacar sua presença nas misturas e nanopartículas. Os espectros do AM, Dynasan e MF já foram 

discutidos no tópico 5.1.2 e 5.2.2.2 respectivamente.  

 

Figura 21 - Espectro de infravermelho do fármaco (AM) e lipídeo sólido (Dyn114) isolados, da mistura 

física total (MF) e dos carreadores obtidos com (CLN4) e sem o fármaco (CLNb) 

 

Fonte: autoria própria 

 

Os espectros dos nanocarreadores possuem muita semelhança, sendo possível observar 

discretas diferenças relacionadas a presença do fármaco. O CLNb apresentou um espectro similar 

ao da MF, com diferença na banda em torno de 3400 cm-1 referente aos estiramentos dos grupos -

OH, que está mais proeminente devido a água das dispersões, a qual também contribuiu para uma 

pequena banda em 1641 cm-1 referente ao dobramento também do -OH. Já o CLN4 apresentou 

diferenças sutis em relação ao carreador branco, com uma banda um pouco maior dos estiramentos 
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dos grupos -OH em 3400 cm-1, por causa da presença desses grupamentos na molécula do fármaco, 

além do pico em 1641 cm-1 mais definido devido à contribuição também dos dobramentos -NH 

presentes no AM, além de um sinal fraco 601 cm-1 referente ao Sb-O. Além disso, em todos foram 

mantidos os picos característicos do lipídeo. 

 Similar aos resultados de DSC e DRX, as análises de FTIR dos CLNs obtidos revelam uma 

interação positiva destes com o fármaco. A diminuição e/ou desaparecimento dos picos 

característicos do AM no espectro do CLN4 sugere que o fármaco tem uma boa dispersão nos 

componentes da nanopartícula, e que encontra-se incorporado em sua matriz. Esses resultados são 

consistentes com avaliações semelhantes feitas em outras pesquisas (BENIVAL; DEVARAJAN, 

2012; KHEZRI et al., 2020; SAEEDI et al., 2021). Ademais, a manutenção do perfil do espectro 

dos compostos, sem deslocamentos nem surgimento de novos picos, também confirmam a 

estabilidade físico-químicas dos sistemas obtidos. 

 Portanto, baseado nos resultados das caracterizações físico-químicas do CLN4 e CLNb, 

pode-se inferir que foram obtidos nanocarreadores com ótimas característica nanométricas, 

condizentes com os parâmetros reportados na literatura e apropriado ao objetivo do trabalho, os 

quais possuíram matrizes lipídicas de baixa cristalinidade, que permitiu um bom aprisionamento 

do antimoniato de meglumina, sem sinais de interação química danosa ao sistema. Sendo assim, os 

carreadores obtidos foram direcionados para demais ensaios e avaliações de estabilidade. 

 

5.4 ESTABILIDADE DE ARMAZENAMENTO 

  

 Para avaliar variações nas propriedades físico-químicas dos CLNs ao longo do tempo e em 

diferentes condições de armazenamento, foi realizado um ensaio de estabilidade com determinação 

do diâmetro médio, PdI, PZ, pH, além de EE para o CLN4, com resultados preliminares de 45 dias 

em armazenamento sob refrigeração ou temperatura ambiente. Sendo assim, através desse estudo 

será possível avaliar a qualidade dos CLNs desenvolvidos, bem como estimar uma tendência geral 

de estabilidade em determinada temperatura, direcionando o local ideal de armazenamento. Todos 

os valores aferidos dos parâmetros ao longo dos 45 dias de ensaio estão descritos no Apêndice F 

(Tabelas 18 e 19). 

 As variações ocorridas durante o período de armazenamento nas diferentes condições de 

temperatura estão dispostas graficamente na Figura 22 para o CLNb e Figura 23 para o CLN4. Para 
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o nanocarreador sem o fármaco (CLNb), as variações de diâmetro médio foram significativas ao 

logo do período de estudo, que saiu de 36,91 ± 0,341 nm no pós-preparo para 45,39 ± 0,140 nm no 

45° dia sob refrigeração e 43,03 ± 0,447 nm sob temperatura ambiente. O PdI foi de 0,184 ± 0,009 

no primeiro dia para 0,213 ± 0,012 no último dia da amostra refrigerada, sendo a variação 

significativa apenas nos 15 primeiros dias, e alcançou 0,252 ± 0,006 no último dia da amostra em 

temperatura ambiente, com significância a partir do 30° dia. Quanto ao potencial zeta, a variação 

ocorreu de -22,0 ± 1,18 mV no pós-preparo para -22,3 ± 1,10mV e 13,6 ± 0,57mV no último dia 

das amostras sob refrigeração e temperatura ambiente respectivamente, sendo na primeira 

significativa as variações no dia 30 e segunda nos dias 15 e 45. Para o CLNb armazenado sob 

refrigeração, embora algumas variações tenham sido significativas, estas não foram relevantes, e 

todos os parâmetros se mantiveram dentro dos critérios de qualidade já mencionados. No entanto, 

o CLNb armazenado em temperatura ambiente apresentou uma variação maior do PdI no 30° dia, 

que alcançou valores acima ao limite máximo desejado, e o potencial zeta abaixo, que juntos ao 

aumento de tamanho podem ser consideradas alterações que merecem maior atenção. Como o 

ensaio ainda não foi finalizado, os próximos resultados trarão uma melhor avaliação de um possível 

início de instabilidade. No 45° dia, todos os parâmetros avaliados foram significativamente 

diferentes entre o CLNb refrigerado e o armazenado em temperatura ambiente (p<0,01). 

 

Figura 22 - Gráfico das variações de diâmetro médio, PdI e potencial zeta do CLNb armazenados em 

diferentes condições de temperatura. 

 

Legenda: Diâm. = diâmetro; PZ = potencial zeta. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. 
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 Em relação ao CLN4, avaliando os gráficos de estabilidade abaixo é possível notar que na 

amostra armazenada em refrigeração houve variações em todos os parâmetros no 15° dia, porém 

houve uma manutenção em valores próximos no diâmetro e no PdI e aumento do PZ (retorno ao 

valor inicial) até o 45° dia, enquanto a amostra em temperatura ambiente iniciou um aumento 

significativo de PdI no 15° dia, que seguiu variando até o 45°, junto com os demais parâmetros. Os 

resultados da avaliação do pós-preparo e do 45° dia de ensaio mostrou uma variação de diâmetro 

de 41,13 ± 0,210 nm para 39,88 ±0,631 nm no CLN4 refrigerado e para 44,62 ± 0,196 nm do CLN 

em temperatura ambiente. Já o PdI variou de 0,227 ± 0,017 para 0,275 ± 0,001 na amostra 

refrigerada e 0,334 ± 0,012 na amostra ambiente, e PZ de -27,9 ± 1,30mV para -27,00 ± 2,10mV e 

18,40 ± 0,17mV respectivamente. Novamente, observa-se uma variação mais relevante do 

carreador armazenado à temperatura ambiente, que poderá ter uma melhor avaliação da mudança 

na estabilidade depois do estudo de estabilidade completo. Ao final do estudo (45° dia), todos os 

parâmetros avaliados mostraram diferença significativa quando comparado o CLN4 armazenado 

em temperatura ambiente e o armazenado sob refrigeração (p<0,01). 

 

Figura 23 - Gráfico das variações de diâmetro médio, PdI e potencial zeta do CLN4 armazenados em 

diferentes condições de temperatura 

 

Legenda: Diâm. = diâmetro; PZ = potencial zeta. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. 

 

 São diversos os fatores que influenciam o tamanho, a homogeneidade e a estabilidade das 

dispersões de nanocarreadores, principalmente sua a composição e forma de armazenamento, os 

quais impactam na obtenção de formulações estáveis desde o pós-preparo e na manutenção das 
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características de estabilidade ao longo do tempo. Nesse sentido, nanocarreadores são considerados 

estáveis quando apresentam homogeneidade das características físico-químicas da dispersão, como 

o tamanho, índice de polidispersão e potencial zeta (GORDILLO-GALEANO; MORA-

HUERTAS, 2021; SHAH, 2014; ZHAO et al., 2020). Por isso, a avaliação dessas características 

frente às diferentes condições ambientais durante o tempo de armazenamento é importante para 

avaliar o surgimento de instabilidades no sistema. 

 Mais do que apenas saber o tamanho das nanopartículas, obter tamanhos ideais para a 

finalidade almejada, com distribuição homogênea, e garantir a manutenção dessas características 

ao longo do tempo deve ser considerado prioridade. A medida do índice de polidispersão indica a 

qualidade da dispersão do sistema através da distribuição dos tamanho das partículas, podendo 

variar de 0,1 à 1,0, de forma que quanto menor e mais próximo de 0,2, mais homogêneo está a 

distribuição do sistema, ou seja, menos polidisperso ele se encontra (BHATTACHARJEE, 2016; 

ZHAO et al., 2014). Por isso, mudanças nos valores de PdI ao longo do tempo indicam variação 

na distribuição de tamanhos das partículas no sistema, em que um aumento pronunciado pode 

indicar agregação ou floculação, os quais são fenômenos de instabilidade. Pesquisas sugerem 

valores de PdI ≤ 0,300 para considerar baixa polidispersão, sendo o aumento gradativos desse 

índice um indicativo de instabilidade da dispersão (SHAH, 2014; YANG et al., 2014). 

 Em geral, as pesquisas referem-se ao início dos processos de instabilidade devido a 

modificações do potencial zeta, que podem levar a agregação das partículas e, consequentemente, 

aumento do tamanho e PdI. Isso porque, o potencial zeta reflete a estabilidade do sistema em termos 

de barreira eletrostática, que causa repulsão e evita a aglomeração das partículas em eventuais 

choques durante o movimento Browniano. Por isso, considera-se que um PZ ≥ 30mV (em módulo) 

é um valor ideal para garantir uma repulsão eletrostática maior que as forças atrativas, garantindo 

maior estabilidade (Heurtault, 2003; Kovacevik, 2014; Gordillo-Galeano, 2012). No entanto, a 

repulsão eletrostática não é o único parâmetro que influencia a estabilidade das dispersões de 

nanopartículas. O impedimento estérico também é um fator que contribui para a repulsão das 

partículas, o qual está relacionado ao uso de tensoativos não-iônicos polietoxilados, que possuem 

cadeias longas capazes de formar uma camada interfacial com propriedades estéricas suficientes 

para evitar aglomeração. Além disso, a adsorção de tensoativos estéricos diminui o potencial zeta 

devido ao deslocamento no plano de cisalhamento da partícula (BHATTACHARJEE, 2016; 

GORDILLO-GALEANO; MORA-HUERTAS, 2021; KOVACEVIC et al., 2011), sendo então, 
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outro motivo para não considerar valores ≤ │30│mV como insatisfatório para estabilidade. 

Ademais, também é possível ocorrer a estabilização por ambos os mecanismos (estérico e 

eletrostático) em paralelo. Nesses casos, mesmo com PZ abaixo de 30 mV (em módulo), as 

formulações podem ser estáveis por um longo tempo (GORDILLO-GALEANO; MORA-

HUERTAS, 2018; KOVACEVIC et al., 2011; SHAH et al., 2022).  

 Durante o estudo de estabilidade preliminar de 45 dias desse trabalho, as variações mais 

pronunciadas foram observadas nos CLNs armazenados em temperatura ambiente, as quais podem 

estar relacionadas à temperatura de armazenamento (~30°C), que aumenta a energia cinética do 

sistema e a agitação das partículas, eleva o número de choques, superando a energia de repulsão e 

favorecendo agregação. Além disso, a alta rigidez do filme do tensoativo (microviscosidade) que 

evita a fusão das camadas dos filmes após o contato das partículas, também é impactada com o 

aumento da temperatura, levando à desestabilização (MASIIWA; GADAGA, 2018; SANDHU et 

al., 2021; ZHANG; KIRSCH, 2004). Nessas condições, com a barreira estérica prejudicada, a 

diminuição do PZ pode favorecer mais a aglomeração das nanopartículas, levando à detecção de 

um aumento maior do diâmetro médio e do PdI desses carreadores em comparação aos carreadores 

em temperaturas de refrigeração, onde as partículas se movimentam menos e a barreira do 

tensoativo está preservada. Por isso, evidenciou-se que tanto o CLNb quanto o CLN4 armazenados 

sob refrigeração apresentaram menores variações nos parâmetros avaliados, sendo considerados 

mais estáveis até o tempo do estudo. Outras pesquisas mostraram resultados semelhantes da 

influência da temperatura das condições de armazenamento na estabilidade das nanopartículas 

(AKHOOND ZARDINI et al., 2018; BANERJEE et al., 2018; GAO; MCCLEMENTS, 2016; 

KOROLEVA et al., 2022; LBALL; BAJAJ; WHITEHEAD, 2017; MANCINI et al., 2015). Freitas 

& Muller (1998) ainda demonstraram que em condições de maior temperatura, nanopartículas 

apresentaram mais instabilidade e aumento de tamanho com um PZ ≤ 15mV. 

 Ainda assim, embora tenha apresentado variações mais significativas, os CLNs 

armazenados em temperatura ambiente também permanecem estáveis perante os valores 

apresentados, os quais continuam dentro dos limites de aceitação. Importante mencionar que, 

mesmo com o PZ abaixo de│30│mV, todas as formulações têm mantido boas características de 

estabilidade, o que pode ser explicado devido ao uso do tensoativo Alkest, um tensoativo não iônico 

de cadeia longa e polietoxilado, que assim como outros da mesma classe, possuem ótimas 

propriedades de formação de barreira estérica na superfície de nanopartículas (KOVACEVIC et 
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al., 2011; LUAN et al., 2015; SHAH, 2014). Dessa forma, os carreadores puderam ser estabilizados 

pelo efeito eletrostático e o impedimento estérico juntos. Ademais, uma avaliação completa ao final 

do ensaio de estabilidade no 90° será essencial para avaliar melhor o comportamento dessas 

mudanças nas dispersões dos carreadores, confirmando ou refutando o processo de instabilidade. 

 As caracterizações das propriedades nanotecnológicas não podem ser os únicos parâmetros 

determinante para avaliação da estabilidade de nanocarreadores, uma vez que relacionam-se, 

predominantemente, com instabilidade física. Também são necessários outros parâmetros 

complementares para avaliação da estabilidade química, para em conjunto fornecem uma avaliação 

mais conclusiva sobre a estabilidade do sistema (MURAMATSU et al., 2022). Um exemplo é o 

pH, cuja avaliação nas dispersões pode trazer boa contribuição quanto a estabilidade química dos 

carreadores, principalmente quando se trata de formulações lipídicas, onde as alterações no valor 

do pH podem significar oxidação ou hidrólise dos lipídeos, gerando ácido graxos livres que 

diminuem o pH das dispersões (KHANUM; THEVANAYAGAM, 2017; LBALL; BAJAJ; 

WHITEHEAD, 2017; LI et al., 2013). Tais variações de pH, além de impactar na estabilidade 

físico-química do sistema, também podem impactar os IFAs, causando problemas de solubilidade 

e degradação. 

 Durante os 45 dias de avaliação de estabilidade, as medidas de pH dos CLNs variaram 

pouco, sendo significativas apenas para as formulações armazenadas em temperatura ambiente. 

Para o nanocarreador sem o fármaco (CLNb), o pH iniciou o estudo com 5,93 ± 0,32 e finalizou 

com 5,61 ± 0,12 quando armazenado em temperatura ambiente, com variações significativas no 

dia 15 e 30, enquanto a amostra mantida refrigerada manteve o pH sem variações significativas. Já 

as nanopartículas contendo o fármaco (CLN4), o pH no primeiro e no último dia mudou de 5,23 ± 

0,11 para 5,22 ± 0,02 na amostra refrigerada e para 4,92 ± 0,04 na amostra em temperatura 

ambiente, sendo nessa última significativa a mudança no 15° dia. Os valores completos podem ser 

observados no Apêndice F. As variações de pH observadas nos CLNs desse estudo foram 

consideradas irrelevantes, visto que houve manutenção de valores próximos, sem indicação de 

degradação dos lipídeos até o dia avaliado. Ainda, a faixa de pH das amostras não causa nenhum 

prejuízo às propriedades físico-químicas do fármaco, visto que o AM possui pH dentro dessa faixa 

avaliada nos nanocarreadores. Inclusive, tais valores de pH apresentados pelas formulações 

também são compatíveis com sua administração por via oral. 
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 Por fim, outro parâmetro importante para ser avaliado durante o armazenamento é a 

eficiência de encapsulamento, visto que está diretamente ligada com a farmacocinética dos 

sistemas.  Como já mencionado, fenômenos de expulsão de IFAs da matriz das nanopartículas 

podem ocorrer devido ao rearranjo dos lipídeos para conformações mais estáveis, que são mais 

cristalinas, e acabam “empurrando” o fármaco, diminuindo o encapsulamento (GALVÃO et al., 

2016; MEHNERT; MÄDER, 2012; PATHAK; KESHRI; SHAH, 2011). Por isso, a eficiência de 

encapsulamento deve ser avaliada também como um parâmetro de estabilidade dos 

nanocarreadores, visto que diferentes condições de armazenamento podem influenciar nessa 

propriedade. A Figura 24 mostra a variação da EE dos CLNs armazenados em temperatura 

ambiente e sob refrigeração ao longo dos 45 dias de estabilidade, cujos valores detalhados podem 

ser consultados no Apêndice F. 

 

Figura 24 - Gráfico das variações de eficiência de encapsulamento (EE) do CLN4 armazenados em 

diferentes condições de temperatura 

 

Legenda: *p<0,05; **p<0,01. 

 

 As variações observadas no CLN4 mantido refrigerado apresentou uma variação não 

significativa da EE de 62,46 ± 1,48% para 59,32 ± 1,19% ao final do estudo, enquanto o CLN4 

armazenado em temperatura ambiente apresentou uma diminuição para 50,51 ± 1,38%, com 

variações significativas ao longo do estudo. A diferença da EE entre as amostras foi significativa 

no 45° dia (p<0,01). Sendo assim, mais uma vez foi demonstrado a interferência da temperatura 

durante o tempo de armazenamento nas características do nanocarreador. No caso da eficiência de 
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encapsulamento, alguns pesquisadores mostraram essa influência de forma mais evidente quando 

a nanopartícula é submetida à temperaturas mais altas, como em um ensaio de estabilidade 

acelerada, em que fica mais claro a diminuição da EE em função da temperatura (HOSSEINI et 

al., 2019; MURTHY et al., 2020; RAVI et al., 2014; SOLEIMANIFARD et al., 2020). É sugerido 

que a diminuição do encapsulamento está relacionada com alterações na organização da matriz 

lipídica, cujas mudanças são favorecidas com aumento de temperatura, facilitando a conversão para 

formas polimórficas mais cristalinas do lipídio que contribuem para a expulsão dos IFAs da matriz 

(GALVÃO et al., 2016; PATHAK; KESHRI; SHAH, 2011; ZHENG et al., 2013). Isso acontece 

não só em temperaturas de estresse térmico, mas também em diferentes temperaturas de 

armazenamento (2° - 30°C) testadas nas pesquisas, onde temperaturas mais baixas favorecem a 

manutenção da EE (BANERJEE et al., 2018; CHOKSHI; KHATRI; PATEL, 2018; KALAM et 

al., 2013; MAKONI; KASONGO; WALKER, 2019; MURTHY et al., 2020; OSANLOU et al., 

2022; RAVI et al., 2014). Inclusive, uma pesquisa comprovou, através de espalhamento de raios 

X de alto ângulo (WASX) e por DSC, o aumento da cristalinidade de CLNs armazenados a 25°C 

(temperatura ambiente) por dois meses e a diminuição da EE devido rearranjo polimórfico do 

lipídeo (KASONGO; MLLER; WALKER, 2012). 

 Outro fator que pode influenciar a EE ao longo do tempo de armazenamento em 

temperaturas maiores é a mudança no filme de tensoativos na superfície das nanopartículas. Como 

já mencionado, mudanças na temperatura também alteram as propriedades dos tensoativos, os quais 

diminuem a rigidez da sua camada de proteção, o que pode favorecer a difusão do fármaco para 

fora da nanopartícula (FREITAS; MÜLLER, 1998; KOVACEVIC et al., 2011). No caso de CLN 

contendo fármacos hidrossolúveis, esse processo de difusão é facilitado devido à maior afinidade 

pela fase aquosa da dispersão. Nesse contexto, estudos com CLNs contendo IFAs hidrofílicos têm 

mostrado melhor manutenção do encapsulamento do fármaco em temperaturas de refrigeração 

(BANERJEE et al., 2018; KAMBOJ; VERMA, 2018; KASONGO; MLLER; WALKER, 2012; 

KHEZRI et al., 2020; TIAN et al., 2018), assim como nesse estudo. Portanto, foi mostrado que as 

variações da EE do AM no CLN4 armazenado em refrigeração não foram significativas até o 

momento avaliado, indicando que as alterações estruturais que a temperatura pode causar nos 

carreadores não foram pronunciadas nessa temperatura de armazenamento. 

 Em suma, considerando todos os parâmetros avaliados nesse ensaio de estabilidade de 

armazenamento, foi possível demonstrar que a melhor condição de armazenamento do CLN4 é sob 
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refrigeração, cujas temperaturas são mantidas em aproximadamente 4°C. Nesta condição, foi 

possível manter a formulação com diâmetro, PdI, PZ, pH e EE estáveis até o momento de ensaio, 

garantindo a qualidade da formulação. Considerando que a estabilidade de armazenamento a longo 

prazo de nanocarreadores é uma propriedade crítica para aplicações médicas, cuja homogeneidade 

das propriedades físico-químicas está diretamente relacionada com eficácia e segurança, os 

resultados obtidos aqui sugerem o CLN4 como uma formulação promissora até o momento. Além 

disso, vale a pena destacar que a manutenção do tamanho do nanocarreador foi importante, dado 

que já foi demonstrado que esse parâmetro interfere na permeabilidade intestinal, que é fator 

importante da absorção oral do fármaco. Ademais, a liofilização dos CLNs é outra alternativa a ser 

estudada futuramente. 

 

5.5 ESTABILIDADE EM pH GASTROINTESTINAL SIMULADO 

 

 Para nanocarreadores serem absorvidos e alcançar a corrente sanguínea, é necessário que 

os mesmos permaneçam íntegros após ser administrado por via oral, para garantir que o IFA seja 

protegido até o momento da permeação intestinal. Nesse caminho, ocorrem variações de pH no 

trato gastrointestinal (TGI), que vão de muito ácido no estômago (~1,2) à menos ácido no intestino 

delgado (~6,8). Como essas variações de pH podem afetar a estrutura e estabilidade dos 

nanocarreadores, é importante uma avaliação de estabilidade nesses diferentes pH (SHI et al., 

2020). Nessa pesquisa, os CLNs foram testados quanto à sua estabilidade físico-química em meios 

simulando pH do trato gastrointestinal (TGI) para entender o comportamento coloidal dos 

carreadores nos fluídos por administração oral. Nas faixas de pH avaliadas, os resultados 

mostraram que todos os parâmetros sofreram variações, conforme dados relacionados na Tabela 7. 

O diâmetro médio sofreu mudanças significativas, mas sem impactos importantes, cujas variações 

foram de 41,13 ± 0,21nm para 40,35 ± 0,18 nm ao final de 2h no tampão simulando pH estomacal, 

e para 55,71 ± 0,48 nm ao final de 4h em tampão simulando pH intestinal. Para o PdI, as 

diminuições dos valores são boas para os CLNs, embora não significativas, passando de 0,227 ± 

0,017 para 0,093 ± 0,007 e 0,186 ± 0,005 no tampão pH 1,2 e 6,8 respectivamente. Já o potencial 

zeta apresentou diminuição importante, quase alcançando o ponto isoelétrico das cargas 

superficiais. A variação foi de -27,90 ± 1,30mV para -0,156 ± 2,741 mV e -1,08 ± 0,354 mV em 

tampão pH 1,2 e 6,8 respectivamente.  
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Tabela 7 - Avaliação do diâmetro médio, índice de polidispersão e potencial zeta do CLN4 após teste de 

estabilidade em condições de pH do TGI simulado 

Meio Tempo Diâmetro (nm) PdI PZ (mV) 

- 0 41,13 ± 0,21 0,227 ± 0,017 -27,90 ± 1,30 

Tampão pH 1,2 

15min 51,73 ± 0,45a 0,051 ± 0,013 -3,80 ± 2,45b  

30min 51,76 ± 0,44a 0,044 ± 0,015 -1,15 ± 1,13 b 

1h 49,97 ± 0,25a 0,074 ± 0,018 -0,403 ± 0,41 b 

2h 40,35 ± 0,18 0,093 ± 0,007 -0,156 ± 2,74 b 

Tampão pH 6,8 

15min 55,91 ± 0,27c 0,116 ± 0,014 -6,59 ± 1,04d 

30min 51,89 ± 0,29c 0,061 ± 0,008 -4,54 ± 0,39d 

1h 41,37 ± 0,57 0,095 ± 0,028 -4,57 ± 0,72d 

2h 52,40 ± 0,54c 0,067 ± 0,019 -1,16 ± 0,89d 

4h 55,71 ± 0,48c 0,186 ± 0,005 -1,08 ± 0,35d 

Legenda: letras sobrescritas iguais na mesma coluna representam diferença significativa (p<0,001) em 

relação ao tempo zero. 

 

 As variações observadas podem estar relacionadas aos íons presentes nos tampões nos 

diferentes valores de pH estudados. O tamanho, PdI e PZ das nanopartículas podem ser afetados 

por diferentes valores pH ou na presença de eletrólitos, visto que tais condições alteram as cargas 

na superfície das partículas (CHOI; ADITYA; KO, 2014; HONARY; ZAHIR, 2013; SHI et al., 

2020). Nesse sentido, as medições de potencial zeta nessas condições de flutuação de pH e 

eletrólitos no meio são interessantes pois fornecem uma análise do estado da carga superficial das 

nanopartículas, e os dados obtidos podem ser usados para prever a estabilidade das dispersões 

perante o impedimento eletrostático (MANAIA et al., 2017; RASMUSSEN; PEDERSEN; 

MARIE, 2020). É de conhecimento que PZ acima de │30│mV é indicado como valor ótimo para 

produzir estabilidade eletrostática das nanopartículas, enquanto valores menores que │20│mV 

indicam condições menos estáveis, que podem favorecer agregação, caso não exista impedimento 

estérico (BHATTACHARJEE, 2016; HONARY; ZAHIR, 2013; KAMBLE et al., 2022). Portanto, 

de acordo com as características do meio em que foi realizado o ensaio, podem ocorrer alterações 
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na magnitude e na carga do potencial zeta do nanocarreador, o que pode ocasionar aglomeração 

das partículas, aumento de tamanho e polidispersão, a depender do tipo de tensoativo utilizado.  

 Nesse ensaio, o potencial zeta foi reduzido para próximo ao ponto isoelétrico ao final do 

ensaio, que é bem abaixo do necessário para uma estabilização eletrostática mínima (KAMBLE et 

al., 2022; SHAH et al., 2022). Entretanto, como os tamanhos foram mantidos muito próximos e o 

PdI teve uma variação positiva, é possível inferir que houve uma estabilização estérica fornecida 

pelo surfactante utilizado. O Alk30 é um tensoativo não iônico, e como tal, possui grupamentos 

que podem adquirir carga negativa na interface quando em solução, devido à predominância do íon 

OH− em relação ao H+ (CHOI; ADITYA; KO, 2014; ORTIZ et al., 2021; ZHAO et al., 2014). Nos 

tampões utilizados, existe uma grande quantidade de íons K+, os quais neutralizam essas cargas do 

tensoativo, comprimindo a bicamada elétrica e levando o potencial zeta à próximo de zero, o que 

poderia permitir a agregação das nanopartículas e aumento de PdI. Entretanto, o Alk30 tem uma 

molécula grande e polietoxilada, que confere bom impedimento estérico na superfície da 

nanopartícula, sendo o suficiente para evitar a agregação na ausência do impedimento eletrostático. 

Tal fenômeno já foi relatado em pesquisas com outros tensoativos da classe, que obtiveram 

resultados semelhantes (MATHUR et al., 2019; SHAH et al., 2022; SHI et al., 2016; 

SOLEIMANIAN et al., 2019).  

 As pequenas alterações no tamanho do CLN4 observadas podem ser atribuídas às variações 

na dupla camada elétrica da superfície das nanopartículas devido à presença dos eletrólitos nos 

diferentes tampões utilizados, os quais interferem na medida do diâmetro hidrodinâmico que é feito 

na avaliação de tamanho no DLS, causando pequena variações. Ainda assim, foram consideradas 

variações irrelevantes para a estabilidade do sistema. O PdI também foi impactado pela presença 

dos eletrólitos, porém positivamente, cuja redução dos valores para < 0,100 em pH 1,2 indicam 

monodispersão e para <0,200 em pH 6,8 indicam mínima polidispersão de tamanhos (DANAEI et 

al., 2018; GORDILLO-GALEANO; MORA-HUERTAS, 2021), como pode ser verificado nos 

gráficos das Figuras 30 e 31 no Apêndice G.  Como discutido acima, a redução das cargas 

superficiais da nanopartícula, evidenciada pele redução do PZ, diminuiu a repulsão eletrostática, 

sobrando apenas o impedimento estérico proporcionado pela molécula do tensoativo. Como o PdI 

diminuiu, sugere-se que a repulsão estérica foi suficiente para evitar a agregação das partículas, 

isso refletiu em uma distribuição de tamanhos mais homogênea e, consequentemente, um PdI 

melhor. Antes, quando a repulsão era influenciada por forças eletrostáticas, variações podiam 
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ocorrer de acordo com as flutuações das cargas superficiais, fornecendo maior ou menor repulsão 

eletrostática, que influencia na agregação das partículas, conferindo um PdI menos homogêneo. 

 Além disso, as variações da carga de superfície dos CLNs também podem contribuir para 

as interações do nanocarreador ao longo do trato gastrointestinal, uma vez que é o principal fator 

que influencia na adsorção inicial das nanopartículas na membrana celular (carregada 

negativamente) e, após adsorção, o tamanho da nanopartícula passa a regular a taxa de captação 

endocítica (CARVALHO et al., 2018; RASMUSSEN; PEDERSEN; MARIE, 2020). Portanto, o 

tamanho e o potencial zeta são fatores importantes para a absorção oral das nanopartículas e 

liberação de fármacos. Sendo assim, os resultados obtidos neste ensaio demonstram a estabilidade 

do nanocarreador nas condições avaliadas, bem como mostraram que em condições de pH mais 

ácido e na presença de íons positivos, como os simulados aqui, o CLN4 adquire uma carga 

levemente neutra, sugerindo a possibilidade de ter um contato mais próximo com a mucosa do TGI 

e, talvez, favorecer a permeabilidade. Além disso, a manutenção dos tamanhos abaixo de 60nm, 

também propicia a absorção. Estudos de permeabilidade in vitro e in vivo são necessários par 

confirmar essa hipótese. 

 

5.6 LIOFILIZAÇÃO DOS CLNs 

Almejando aumentar estabilidade e viabilizar a obtenção de formas farmacêuticas sólidas 

orais, os CLNs passaram pelo processo de secagem por liofilização. Como o efeito de estabilização 

promovido pelos crioprotetores é influenciado pelo tipo e concentração, foi comparado o efeito 

protetor de quatro açúcares em diferentes concentrações na formulação final (Ball, 2017).  Em 

avaliação prévia realizada, foi detectado que a liofilização sem crioprotetor não confere secagem 

eficiente das amostras, permanecendo um aspecto pegajoso, similar à um creme. Sendo assim, uma 

série de crioprotetores foram testados em diferentes concentrações objetivando a obtenção de uma 

liófilos em pó e que as características originais dos CLNs fossem mantidas. Inicialmente, foi 

realizada uma triagem onde foram testados como crioprotetores o manitol, lactose, maltodextrina 

e trealose, todos em solução, em concentrações que alcançassem as proporções finais de 30%, 60%, 

100%, 125%, 185% em relação à quantidade de lipídeo (m/m), sendo adicionados na proporção de 

1:2 ou 1:5 (v/v) aos CLNs. Além disso, as amostras foram congeladas à -80 °C em ultrafreezer por 

12h. 
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Os resultados mostraram que as nanopartículas aumentaram significativamente de tamanho 

após a liofilização, com diferentes resultados de acordo com a quantidade de crioprotetor usada. 

Nenhum dos liófilos preparados com crioprotetores em concentrações inferiores à 60% secaram 

adequadamente, apresentando o mesmo aspecto pegajoso dos liófilos sem crioprotetor. Todos os 

liófilos que foram preparados com crioprotetores acima de 60% e na proporção 1:2, após a 

redispersão, não mantiveram o tamanho e PdI originais dos CLNs, apresentando tamanhos acima 

de 250 nm (5x maior) e/ou PdI > 0,300. Já os liófilos preparados com crioprotetores acima de 60% 

e adicionados na proporção 1:5 (v/v) nos CLNs apresentaram resultados divergentes: as amostras 

contendo ≥ 60% e <100% de crioprotetor também apresentaram tamanhos e PdI elevados, enquanto 

as amostras com crioprotetor ≥100% apresentaram precipitados de partículas, inviabilizando a 

avaliação das nanopartículas. Dentre todas as amostras, as que usaram trealose mostraram os 

resultados mais próximos as características das nanopartículas em dispersão antes da liofilização. 

Com o resultado da triagem, foi selecionado o melhor crioprotetor para seguir na avaliação 

da influência do processo de congelamento nas propriedades das nanopartículas liofilizadas após 

redispersão. Assim, foi testado o congelamento rápido por nitrogênio líquido nas amostras usando 

trealose. Nesse novo teste de liofilização, os CLNs foram adicionados de solução trealose em 

concentrações que alcançassem as proporções finais entre 50% e 70% da proporção de lipídio 

(m/m), cujos resultados estão dispostos na Tabela 8 abaixo. Como é possível observar, apenas as 

nanopartículas preparadas com crioprotetor nas concentrações de 50 e 60% apresentaram 

manutenção das características iniciais das nanopartículas após a redispersão dos liófilos. Como a 

amostra contendo 60% apresentou aspecto mais pulverulento, este foi selecionado com o liófilos 

de escolha para dar seguimento ao estudo de estabilidade. Portando, o liófilo escolhido apresentou 

diâmetro médio de 53,99 nm, PdI 0,266 e PZ -25,0. 
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Tabela 8 - Características dos CLNs liofilizados com trealose em diferentes proporções 

Características CLN em dispersão 

CLNs liofilizados 

T50% T60% T70% 

Diâmetro médio (nm) 50,96 ± 0,555 52,55 ± 0,226 53,99 ± 0,530 241,60 ± 13,43 

PdI 0,277 ± 0,008 0,333 ± 0,012 0,266 ± 0,047 0,249 ± 0,095 

PZ -25,0 ± 0,231 -25,5 ± 0,252 -25,7 ± 0,666 -27,8 ± 0,924 

Legenda: T50%: 50% de trealose; T60%: 60% de trealose; T70%: 70% de trealose. 

  

Esses resultados dos testes de liofilização são similares com algumas pesquisas reportados 

na literatura e opostos ao de outras, visto que não existe uma convergência dos processos de 

liofilização, dado que existe uma diversidade de parâmetros que podem ser variados, desde aqueles 

relacionados à formulação como aqueles relacionados ao método (LUO, W.-C. et al., 2021). Sabe-

se que uma concentração insuficiente de crioprotetor pode ocasionar um revestimento incompleto 

da matriz vítrea ao redor das nanopartículas, favorecendo agregação e promovendo uma secagem 

inadequada (DOKTOROVOVA et al., 2013; LI et al., 2021). Sendo assim, é necessário sempre 

realizar avaliação do tipo e quantidade de crioprotetor para diferentes tipos de nanopartículas. 

Nesse estudo, diante dos vários parâmetros testados, a trealose foi o crioprotetor mais eficaz em 

manter o tamanho e PdI originais dos CLNs, o que pode estar relacionado ao fato do mesmo 

apresentar uma baixa mobilidade molecular após a secagem e formar uma matriz amorfa e vítrea 

(GUIMARÃES et al., 2019). 

Em relação às nanopartículas lipídicas, no que tange o método de congelamento, alguns 

estudos encontraram melhores resultados de liofilização com congelamento rápido por nitrogênio 

(HORN; SCHANDA; FRIESS, 2018; ZHAO et al., 2020), justificado pela formação de cristais de 

gelo menores que causam menos danos às nanopartículas e melhorar o efeito crioprotetor, enquanto 

outros o congelamento mais lento foi melhor (HOWARD et al., 2012). Existe ainda a possibilidade 

de cada tipo de crioprotetor atuar melhor em diferentes condições de temperatura (ROUCO et al., 

2021). 

Quanto aos crioprotetores, em alguns estudos as nanopartículas lipídicas tiveram melhor 

resultados com menores concentrações de crioprotetor (ALIHOSSEINI et al., 2015; OHSHIMA et 

al., 2009; SUZUKI et al., 2022), sendo mais eficaz em manter as características de tamanho e PdI 

após a redispersão do liófilo, visto que quantidades muito elevadas de crioprotetor podem causar 
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precipitação dos mesmos e comprometer a distribuição de tamanhos das nanopartículas. Em outros, 

a eficácia do crioprotetor foi proporcional à sua concentração, usando pelo menos 20% (AMIS et 

al., 2020; LBALL; BAJAJ; WHITEHEAD, 2016). Além disso, o manitol e a trealose são os 

crioprotetores mais amplamente empregados nos estudos (LBALL; BAJAJ; WHITEHEAD, 2016; 

ROUCO et al., 2021; TRENKENSCHUH; FRIESS, 2021). 

 

5.6.1 Estabilidade dos CLNs liofilizados 

 

Um ensaio de estabilidade das nanopartículas liofilizadas está em realização, sendo 

mostrados aqui os resultados preliminares. A liofilização ocorreu baseado no melhor resultado dos 

ensaios, cujas condições em empregaram o uso de trealose como crioprotetor, usando uma solução 

na concentração final de 60% em relação à quantidade de lipídio e adicionado na proporção 1:5 

(v/v) nos CLNs. Dessa forma, o CLN4 e o CLNb foram submetidos a liofilização e armazenados 

em temperatura ambiente durante o ensaio, onde em determinado intervalo de tempos as amostras 

foram redispersas e avaliadas quanto ao tamanho das nanopartículas, PdI, potencial zeta. Os 

resultados são mostrados na Tabela 9. É possível observar que houve baixa variação nos parâmetros 

até o dia avaliado. 

 

Tabela 9 - Características físico-químicas dos liófilos ao longo do tempo de armazenamento 

Amostras Parâmetros PP 15D 30D 

CLNb 

Diâmetro médio (nm) 49,21 ± 0,175 49,20 ± 0,461 54,64 ± 0,770b 

PdI 0,287 ± 0,039 0,285 ± 0,019 0,312 ± 0,020 

PZ -25,6 ± 0,231 -20,8 ± 0,755a -12,9 ±0,451 a 

CLN4 

Diâmetro médio (nm) 53,99 ± 0,530  57,70 ± 2,224c 56,30 ± 0,425 

PdI 0,266 ± 0,047 0,269 ± 0,009 0,264 ± 0,004 

PZ -25,7 ± 0,666 -28,1 ± 1,01 -14,7 ± 0,681d 

Legenda: PP = pós-preparo; PZ = potencial zeta. Letras sobrescritas iguais na mesma linha representam 

diferença significativa quando comparado ao PP (p<0,001). 

 

 Como já foi mencionado, as nanopartículas quando em dispersão possuem facilidade de 

movimentação e pode favorecer o choque entre elas, aumentando a chance de agregação e 



125 
 

instabilidade. Logo, a secagem favorece a estabilidade físico-química e também microbiológica, 

visto que diminui a viabilidade de proliferação de micro-organismos (LUO, W. C. et al., 2021). 

Quando se trata de CLNs, devido sua composição lipídica, a secagem por liofilização é uma 

vantagem visto que não emprega temperatura elevadas que poderiam levar à fusão dos lipídios e 

consequente destruição das partículas (AMEKYEH; BILLA, 2021). No caso específico desse 

estudo, há também a vantagem adicional da preservação do fármaco, pois o AM apresenta faixa de 

fusão em aproximadamente 100°C. Portanto, o processo de secagem dos CLNs por liofilização foi 

o mais adequado para preservação do sistema, assim como os parâmetros empregados 

proporcionou um liófilo que mantem as propriedades físico-químicas das nanopartículas. Assim, 

foi possível obter um produto com melhor estabilidade e que permite a obtenção de formas sólidas 

de uso oral. 

 

5.7 ENSAIO DE LIBERAÇÃO IN VITRO 

 

 Carreadores lipídicos nanoestruturados são reconhecidos por apresentarem uma cinética de 

liberação mais lenta e sustentada ao longo do tempo, em comparação com formas farmacêuticas 

convencionais. Entre os principais fatores que podem influenciar o perfil de liberação de fármacos 

incorporados nesses sistemas são composição e estrutura da matriz do nanocarreador, tamanho da 

partícula, a quantidade e distribuição do fármaco, a temperatura do ensaio e meio receptor, sendo 

as características do sistema as mais importantes (DELMAS et al., 2012; GORDILLO-

GALEANO; MORA-HUERTAS, 2018). Nessa pesquisa, um ensaio de liberação in vitro foi 

realizado visando avaliar o comportamento de liberação do fármaco pelo nanocarreador em função 

do tempo. Como é uma técnica que ajuda a prever o comportamento do sistema in vivo, é 

importante que avaliações de liberação in vitro do fármaco a partir de um sistema de entrega sejam 

realizadas em condições que mimetizem situações in vivo.   

Ao ser administrado por via oral, o nanocarreador passa por variações de pH no TGI, que 

vão de muito ácido no estômago (~1,2) à fracamente ácido no intestino delgado, até ser absorvido 

e atingir o pH levemente básico na corrente sanguínea (7,4). Por isso, nesse estudo, o ensaio de 

liberação do AM em solução comparado ao AM no CLN4 foi realizado em meios com diferentes 

meios para mimetizar as condições de variação de pH ocorridas no TGI, simulando uma 
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administração oral. O gráfico de liberação cumulativa do AM obtido no ensaio de liberação a partir 

da solução e do CLN4 em dispersão está exibido na Figura 25. 

 

Figura 25 – Liberação in vitro do AM em solução e no CLN4 em dispersão no decorrer de 48h 

 

Legenda: AM = antimoniato de meglumina. p<0,001 na comparação das amostras em cada ponto, exceto 

0,25h (p>0,05). 

  

 Conforme os resultados apresentados no gráfico, existe uma grande diferença entre a 

liberação do fármaco do CLN4 e da solução (p<0,001), exceto no primeiro ponto de coleta, aos 15 

minutos (0,25h). Durante o estágio simulando a passagem pelo estômago (pH 1,2), ocorreu uma 

liberação rápida (efeito burst), onde ao final de 2h nesse meio, a quantidade de AM liberada pela 

solução foi de 79,18%, enquanto a quantidade liberada pelo CLN4 foi de 47,98%. Essa fase inicial 

de liberação em grande quantidade já era esperada para a solução do AM, visto que o fármaco se 

encontra livre para atravessar a bolsa de diálise por difusão em direção à solução tampão que 

constitui o meio de liberação, no qual o AM possui alta solubilidade. No caso do CLN4, essa 

liberação inicial pode ser atribuída ao AM não encapsulado no nanocarreador, que está livre em 

solução, ou ao que está adsorvido na superfície, interagindo fracamente com o tensoativo, os quais 

são facilmente difundidos para o meio. Essa afirmação pode ser melhor fundamentada ao comparar 

a EE do fármaco no CLN4 (62,46%) com a quantidade liberada no efeito burst, onde os 47,98% 

liberado podem corresponder aos 37,54% do fármaco não encapsulado, mais 10,44% de fármaco 

adsorvido superficialmente. 
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 Posteriormente, na etapa simulando a passagem intestinal, houve uma liberação mais lenta 

e sustentada de AM do nanocarreador, evidenciada através da formação de um platô, onde apenas 

7,65% de fármaco foi doseado durante as 4h de duração no meio pH 6,8, alcançando um total de 

liberação de 55.63%. em contraste, a solução liberou 18,41% de AM nesse intervalo, alcançando 

um total de 97,59%. Por fim, na última etapa do ensaio, a qual simulava o pH sanguíneo (7,4), o 

CLN4 manteve a liberação sustentada, finalizando o ensaio com 58,99% de fármaco liberado em 

48h, enquanto a solução atingiu 100% em 12h. Esse resultado demonstra que a incorporação do 

AM no CLN4 possibilita um perfil de liberação prolongado, de pelo menos 48h. Além disso, ao 

considerar que 62,46% do fármaco está encapsulado, e que ao longo de todo o ensaio foi liberado 

58,99% de AM do nanocarreador, percebe-se que apenas 21,45% do fármaco liberado até o final 

do ensaio foi oriundo do encapsulamento, demonstrando que a matriz lipídica do CLN foi capaz 

de reter o fármaco de forma eficaz durante um longo tempo nas condições estudadas. Isso é 

importante pois sugere que grande quantidade de fármaco poderia entrar no processo de permeação 

intestinal e absorção sistêmica ainda veiculado no nanocarreador, conferindo melhor desempenho 

e manutenção de concentrações plasmáticas de forma prolongada.  

Um segundo ensaio, após o processo de liofilização dos sistemas, foi realizado o ensaio de 

liberação do CLN a partir do liófilo, o qual seguiu as mesmas condições e parâmetros da liberação 

anterior. A Figura 26 mostra o gráfico de liberação cumulativa do AM a partir da solução e do 

CLN4 liofilizado.  

 

Figura 26 - Liberação in vitro do AM em solução e no CLN4 liofilizado no decorrer de 48h 
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Legenda: AM = antimoniato de meglumina. p<0,001 na comparação das amostras em cada ponto, exceto 

0,25h (p>0,05). 

 

 Através do gráfico pode-se perceber que o CLN4 liofilizado mostrou um comportamento 

semelhante ao CLN4 em dispersão, embora o carreador liofilizado tem alcançado uma liberação 

de quantidade maiores do AM ao longo do estudo. Também existiu uma diferença significativa 

entre a liberação do fármaco do liófilo e da solução (p<0,001), exceto no primeiro tempo de coleta, 

aos 15 minutos (0,25h). Durante o estágio em meio gástrico simulado (pH 1,2), houve efeito burst, 

onde ao final de 2h a quantidade de AM liberada pela solução foi de 73,74%, enquanto a quantidade 

liberada pelo CLN4 foi de 46,72%. Resultado já era esperado e converge com a liberação do ensaio 

anterior. A liberação inicial do AM a partir do CLN4 liofilizado está relacionado ao fármaco não 

encapsulado no nanocarreador e adsorvido na superfície. Como ainda não foi possível realizar o 

doseamento do liófilo pra saber a EE após o processo de liofilização, e tomando como partida a EE 

59,32% da dispersão antes de liofilizar e que o processo não leva à perdas significativas, pode-se 

sugerir que os 46,72% do AM liberado nas primeiras 2h esteja relacionado, possivelmente, com os 

40,68% do fármaco não encapsulado e 6,04% de fármaco adsorvido na superfície. 

 Na etapa em meio intestinal simulado, houve uma liberação mais lenta e sustentada de AM 

do liófilo, onde é possível visualizar um platô, sendo liberado apenas 11,29% de fármaco durante 

as 4h de duração no meio pH 6,8, alcançando um total de 58,01% de AM liberado, em contraste 

com a solução que liberou 27,26% de AM nesse intervalo, alcançando 100% de liberação do 

fármaco ao final de 6h. Já na última etapa do ensaio, em pH sanguíneo simulado (7,4), o CLN4 

liofilizado não manteve a liberação sustentada apresentada pelo CLN em dispersão, finalizando o 

ensaio com 72,4% de fármaco liberado em 48h. Esse resultado pode se relacionar à presença do 

crioprotetor presente no liófilo que, ao se localizar na superfície e interface das nanopartículas, 

facilita a difusão do fármaco da matriz da nanopartícula para o meio, visto que o crioprotetor possui 

característica hidrofílica (Amekyeh, 2021). Ainda assim, a liofilização anda manteve um perfil de 

liberação prolongado, de pelo menos 48h.  

 Nanopartículas quando entram na circulação sanguínea são rapidamente fagocitadas por 

células do sistema fagocítico mononuclear, tais como o macrófago, e levadas para o fígado e baço 

para serem metabolizadas (SCIOLI MONTOTO; MURACA; RUIZ, 2020). Isso ainda é mais 

acentuado quando se trata de tamanhos de partículas <100nm. Além disso, quando se refere à 
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nanopartículas lipídicas, existe grande possibilidade de absorção linfática, onde também ocorre 

direcionamento para o baço (BANERJEE et al., 2016; LI et al., 2016). Considerando a 

fisiopatologia da leishmaniose, cuja forma infectante do parasita está presente nos macrófagos do 

hospedeiro, e que a disseminação da doença nas formas mais graves ocorre principalmente para o 

fígado e baço (BATES, 2018; BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018), é possível supor que a 

absorção de fármacos contidos em nanocarreadores para o combate à leishmaniose é uma boa 

alternativa terapêutica. Nesse contexto, nanopartículas que possuírem maior quantidade de fármaco 

encapsulado, quando alcançarem o intestino para permeação e absorção sistêmica, poderão ter 

melhor eficácia, pois estariam no local de ação com concentrações elevadas de fármaco. Portanto, 

o resultado do ensaio de liberação gastrointestinal simulado sugere que cerca de 52% do AM estaria 

encapsulado nos CLN4, tanto em dispersão quanto no liófilo, quando alcançasse o meio intestinal 

para ser absorvido, o que o torna um potencial sistema de entrega de fármaco oral com finalidade 

leishmanicida. Claro, essa é apenas uma extrapolação de raciocínio para os resultados encontrados 

in vitro, baseado em conhecimentos reportados na literatura, sendo necessários testes adicionais 

para validá-la. 

 A liberação de fármacos a partir de nanocarreadores tem diferentes mecanismos a depender 

do tipo de sistema (matricial ou reservatório), bem como da composição. Entre os principais, pode-

se citar difusão, erosão, relaxamento ou dissolução. É relatado que no caso de sistemas lipídicos 

do tipo matricial, tais como os CLNs, o processo de liberação do fármaco é governado 

principalmente por um processo de difusão, lixiviação/erosão da matriz, sendo esse último 

dependente da molhabilidade (DELMAS et al., 2012; MIRCIOIU et al., 2019; SIEPMANN; 

SIEPMANN, 2011). Inclusive, para CLN com fármacos hidrofílicos a molhabilidade é ainda mais 

importante, visto que esta facilita a entrada do meio de liberação na nanopartícula para favorecer a 

difusão do fármaco, sendo a mesma incrementada com tensoativos hidrofílicos. Porém, o fato é 

que não pode-se prever um determinado comportamento de liberação devido à complexidade do 

sistema, que é susceptível à transformações polimórficas e mudanças na microestrutura da matriz 

(SIEPMANN; SIEPMANN, 2011). 

 Então, para avaliar o perfil de liberação do AM a partir dos nanocarreadores, se houve 

modulação da liberação e se a liofilização alterou o perfil de liberação, foram testados vários 

modelos cinéticos para determinar qual corresponde ao perfil apresentado pelos CLNs e pela 

solução, explicando o mecanismo de transporte do AM em ambos. Entre todos os modelos testados 
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pelo software (ordem zero, primeira ordem, Higuchi, Korsmeyer–Peppas, Peppas-Sahlim, Hixson-

Crowell), o que apresentou melhor ajuste para ambos os CLN4 foi o Peppas-Sahlim, enquanto o 

melhor ajuste para a solução foi primeira ordem, visto que apresentaram o maior valor de R2
ajustado 

para cada amostra. A escolha do coeficiente de determinação ajustado (R2
ajustado) para determinar o 

modelo de melhor ajuste se deve ao fato que o coeficiente de determinação (R2) é usado para 

comparar modelos com números iguais de parâmetros, enquanto o R2
ajustado usado para comparar 

modelos com diferentes números de parâmetros, como é o caso desse estudo (BRUSCHI, 2015; 

HEREDIA et al., 2022). O fato de os nanocarreadores e a solução se ajustarem à diferentes modelos 

cinéticos (destacados de cinza) indica que o sistema foi capaz de modificar a cinética de liberação 

do fármaco. Além disso, como ambos os CLN4 apresentaram ajuste ao mesmo modelo cinético, 

significa que a liofilização não foi capaz de afetar o mecanismo de liberação, embora a quantidade 

de fármaco liberado tenha sido maior ao final do ensaio (Amekyeh, 2021). 

 

Tabela 10 - Avaliação dos modelos cinéticos aplicados à liberação de AM no em solução e no CLN4 

Modelo 
AM solução CLN4 dispersão CLN4 liofilizado 

R2 R2 ajustado R2 R2 ajustado R2 R2 ajustado 

Ordem zero -2,6497 -2,6497 -3,8247 -3,8247 -2,4750 -2,4750 

Primeira ordem 0,9837 0,9837 -2,1713 -2,1713 -0,6600 -0,6600 

Higuchi -0,3112 -0,3112 -0,8900 -0,8900 -0,0326 -0,0326 

Korsmeyer–Peppas 0,6878 0,6595 0,6009 0,5647 0,9669 0,7801 

Peppas-Sahlin 0,9033 0,8839 0,8483 0,8180 0,9492 0,9391 

Hixson-Crowell -1,3398 -1,3398 -2,5973 -2,5973 -1,0302 -1,0304 

 

 A solução de AM apresentou melhor ajuste ao modelo de primeira ordem, denotando a 

ocorrência do mecanismo de transporte por difusão Fickiana, a qual ocorre por um gradiente 

concentração entre o meio doador e receptor, tendendo a atingir um equilíbrio, característica de 

uma difusão normal (BAISHYA, 2017; SILVA et al., 2012). Isso revela a significância da 

concentração do fármaco no controle da taxa de liberação do AM, visto que, na cinética de 

liberação de primeira ordem, a velocidade da liberação no meio depende da relação de quantidade 

liberada de fármaco e quantidade remanescente, de modo que a liberação vai diminuindo com o 

tempo. Esse é o modelo mais relacionado à liberações convencionais (AHMED et al., 2019; 



131 
 

HEREDIA et al., 2022). Nesse sentido, o modelo foi bastante adequado para descrever o 

mecanismo de transporte ocorrido na liberação do AM em solução, visto que não existe uma matriz 

que poderia influenciar no transporte do soluto para o meio, sendo dependente apenas da difusão 

do fármaco. 

 Já os CLN4 apresentaram melhor ajuste ao modelo Peppas-Sahlin, que explica que a 

liberação é governada, ao mesmo tempo, tanto por fenômenos de difusão do fármaco quanto por 

relaxamento da matriz do carreador. Nesse modelo, estes fenômenos são representados pelos 

valores de K1 (difusão) e K2 (relaxamento), os quais são usados para definir qual mecanismo de 

transporte prevalece na cinética de liberação. Além disso, o valor do expoente de difusão (m) pode 

direcionar o tipo de difusão (BRUSCHI, 2015; DASH et al., 2010). Para o CLN4 em dispersão e 

para o liófilo, respectivamente, os valores de K1 (34,81 e 33,41) foram maiores que K2 (-4,48 e -

3,68) no ensaio, denotando que o mecanismo de liberação do AM da matriz lipídica do 

nanocarreador é mais influenciado pelo processo de difusão do que relaxamento. Já os valores de 

m >0,43 para ambos permitiu classificar como difusão do tipo anômala (não Fickiana), onde ambos 

processos ocorrem simultaneamente.  

O relaxamento da matriz lipídica pode estar relacionado ao estresse da temperatura do 

ensaio, que gera alterações polimórficas, tornando-a mais flexível e permitindo a difusão do 

fármaco. Quanto à difusão, já foi mencionado que fármacos hidrossolúveis tem tendência em se 

difundir para fase aquosa externa por afinidade (KOVACEVIC et al., 2011). Portando, o ajuste ao 

modelo Peppas-Sahlin com predominância de transporte por difusão (K1>K2) mostrou-se bastante 

adequado para descrever o mecanismo da cinética de liberação do AM no CLN4. Alguns estudos 

também apresentaram o modelo Peppas-Sahlin como o mais adequado para os carreadores lipídicos 

desenvolvidos (IGNJATOVIĆ et al., 2021; MARKOVA et al., 2022). Em outros, o modelo 

Korsmeyer-Peppas (também explica o transporte por difusão e relaxamento) foi o mais adequado 

(KOTESHWARA et al., 2017; ORTIZ et al., 2021; PATEL; MUNDADA; SAWANT, 2019). 

 Como mencionado anteriormente, vários fatores podem influenciar no mecanismo de 

liberação do fármaco nos nanocarreadores. Logo, é importante salientar que não haverá um 

predomínio de comportamentos, devido variações de tantos parâmetros, nem também um modelo 

matemático válido para todos os sistemas. Ainda assim, os resultados dessa pesquisa são 

consoantes aos encontrados na literatura acerca do perfil de liberação de CLNs, que demonstram 

que esses carreadores possuem uma matriz capaz de impor resistência à erosão/relaxamento da 



132 
 

matriz, prevalecendo transporte por difusão (CHOKSHI; KHATRI; PATEL, 2018; KALAM et al., 

2013; LUAN et al., 2015; MATHUR et al., 2019). Inclusive, na pesquisa de Delmas e 

pesquisadores (2012) foi mostrado que uma maior proporção de lipídeo sólido confere perfis de 

liberação mais prolongado. O mesmo foi observado por Osanlou et al. (2022) ao comparar 

diferentes nanopartículas sólidas.  

 Por fim, comparada à cinética de liberação de primeira ordem apresentada pela solução, a 

qual dependente da concentração do fármaco, os nanocarreadores mostraram uma cinética de 

liberação combinada do relaxamento da matriz e difusão, evidenciando que os CLN4 obtidos foram 

capazes de modular a liberação do AM. Isso demonstra a importância da matriz no controle cinético 

da liberação, corroborando a baixa quantidade de AM liberada, do quantitativo encapsulado, ao 

longo de 48h de ensaio. Sendo assim, além das qualidades físico-químicas já comprovadas nos 

ensaios anteriores, foi possível mostrar que o CLN4 é um sistema de entrega de antimoniato de 

meglumina com comportamento bifásico e liberação prolongada, que pode conferir concentrações 

plasmáticas dentro da janela terapêutica, melhor regime posológico e até melhor eficácia, cujo 

potencial deve ser aproveitado para avaliações adicionais de atividade leishmanicida e segurança 

toxicológica. 

   

5.8 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR IN VITRO 

 

 No desenvolvimento de novas formulações são necessários testes para avaliar sua 

biocompatibilidade e segurança. Somado a isso, o antimoniato de meglumina é um fármaco que 

possui efeitos tóxicos, como já mencionado. De acordo com o Órgão Internacional de Padronização 

(International Standard Organization - ISO), ensaios in vitro são os primeiros testes para se avaliar 

o quanto um material é ou não biocompatível (ISO, 2009). Por isso, um ensaio de citotoxicidade 

por meio de cultura celular foi realizado, visto que conseguem avaliar a viabilidade celular de 

diversos compostos com sucesso, devido a sua reprodutibilidade, rapidez, sensibilidade e custo 

acessível (KONG et al., 2011; LABOUTA et al., 2018). O teste foi realizado para avaliar a 

concentração citotóxica do AM frentes aos macrófagos RAW 264.7, bem como comparar com as 

avaliações feitas com o carreador contendo o fármaco (CLN4) e o branco (CLNb), cujas 

concentrações avaliadas foram entre 6,125 µg/mL e 800 µg/mL.  
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Os resultados mostraram que a viabilidade dos macrófagos não foi alterada de maneira 

significativa quando estes foram expostos ao AM até 400 µg/mL, mantendo-se percentuais de 

viabilidade acima de 90% mesmo na maior concentração. Os carreadores apresentaram toxicidade 

acima da concentração de 50 µg/mL, com CC50 de 99,3 µg/mL para o CLNb e 94,2 µg/mL para o 

CLN4. Embora apresentem alguma citotoxicidade, estas ainda foram bem inferior ao controle 

positivo realizado com a miltefosina, que foi citotóxica a partir de 12,5 µg/mL e apresentou CC50 

de 19,2 µg/mL. A figura 27 mostra as variações de citotoxicidade dos compostos nas diferentes 

concentrações testadas. 

 

Figura 27 - Gráfico de viabilidade celular em macrófagos RAW 264.7 do AM e dos CLNs 

 

Legenda: C+ = controle positivo; C- = controle negativo; *p<0,05 e ***p<0,0001 quando comparados ao 

controle positivo. Fonte: Autoria própria. 

 

De acordo com a ISO 10993-5, é determinado como citotóxico um produto que iniba o 

crescimento celular em mais de 30% (ISO, 2009). Sendo assim, os resultados mostraram que tanto 

o AM em solução não é citotóxico para os macrófagos até 800 µg/mL. Já as nanopartículas são 

consideradas citotóxicas em concentrações em concentrações superiores a 50 µg/mL, sendo o 

CLNb menos citotóxico. Tal toxicidade dos nanocarreadores pode estar relacionadas à 

concentração de tensoativo das amostras, visto que já é de conhecimento que alguns tensoativos 

não iônicos polietoxilados podem apresentar citotoxicidade em concentrações a partir de 0,02% 

(GRANT et al., 1992). Já a citotoxicidade significativa mais elevada do CLN4 em relação ao CLNb 
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a partir de 50 µg/mL se correlaciona com a conhecida toxicidade do AM, que mesmo não tendo 

sido citotóxico quando testado em solução, ao sua veiculação em um nanocarreador pode ter 

facilitado sua interação e internalização com as células devido seu tamanho reduzido e alta área 

superficial, característica essa já conhecidas das nanopartículas (VILLANUEVA-FLORES et al., 

2020). 

 Comparados com outras pesquisas que estudaram os perfis de viabilidade celular de 

nanocarreadores contendo AM, que são poucas, os valores apresentados têm sido variados, cujos 

resultados foram relatados como concentrações que são citotóxicas para 50% das células (CC50). 

Em macrófagos J774, a CC50 variou entre 112,1 e 1125 µg/mL para o AM (ALBALAWI et al., 

2021; BARAZESH et al., 2018; BORBOREMA et al., 2016; TREIGER BORBOREMA et al., 

2011), e quando encapsulado em diferentes nanocarreadores surgem valores CC50 de 148,1 µg/mL 

para nanopartículas de albumina (BARAZESH et al., 2018), 396,3 µg/mL com nanopartículas de 

cobre associadas ao AM (ALBALAWI et al., 2021) e >1000 µg/mL em lipossoma (BORBOREMA 

et al., 2016).  

 

5.9 ATIVIDADE LEISHMANICIDA IN VITRO 

 

5.9.1 Leishmania infantum 

A triagem exploratória de atividade leishmanicida in vitro de compostos em parasita 

dimórfico (promastigota e amastigota), o que significa que há uma infinidade de alvos moleculares 

potenciais que envolvem muitas variações em diversas vias metabólicas, bioquímicas e 

biológicas.  Várias espécies de Leishmania são usadas experimentalmente in vitro para avaliação 

de atividade. Nesse estudo, os compostos foram testados frente às formas evolutivas amastigota 

(intracelular) e promastigota (extracelular) das espécies de L. infantum, visando avaliar a atividade 

leishmanicida frente à uma espécie de parasita causadora de leishmaniose visceral, sendo esta a de 

maior infecção na américa latina. 

A Tabela 10 mostra os valores de IC50 para cada amostra testada. Como é possível observar, 

o AM e o Glucantime não apresentaram atividade para nenhuma das formas da L. infantum, 

enquanto os CLNs apresentaram atividade apenas contra a forma promastigota. A Miltefosina, que 

foi utilizada como controle positivo, apresentou atividade para ambas as formas. O Glucantime, 
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medicamento usado no SUS que possui o AM como IFA, também foi testado para comparação dos 

resultados.  

Buscando avaliar se as amostras são ativas contra o parasita causando poucos danos às 

células do hospedeiro, é utilizado o índice de seletividade, que é calculado pela razão entre CC50 

nos macrófagos e IC50 nos parasitas. Quanto maior é o índice, mais seletivo é o composto para o 

parasita e, consequentemente, menor seu efeito tóxico sobre as células do hospedeiro. Não foi 

possível fazer o cálculo desse índice para o AM, visto que o mesmo não apresentou atividade. Mas 

no caso dos CLNs o índice de seletividade de ambos foi baixo (<1,0), o mostra que os mesmos não 

possuem seletividade para aquela forma do parasita. Tal resultado já era esperado, visto que houve 

citotoxicidade em concentrações próximas às que possuem atividade leishmanicida. Além disso, o 

AM já é conhecido por apresentar toxicidade. 

 

Tabela 11 - Atividade leishmanicida das amostras frente as formas evolutivas amastigota e 

promastigota de L. infantum expresso em IC50 

Amostras 
Amastigotas 

(IC50 µg/mL) 

Promastigotas 

(IC50 µg/mL) 

AM ND >800 

CLNb ND 104,7 ± 3,3 

CLN4 ND 96,9 ± 1,5 

Glucantime >800 >800 

Miltefosina 1,5 ± 0,2 3,9 ± 1,8 

Legenda: ND= não detectado. Fonte: Autoria própria. 

 Como é possível observar, os valores de IC50 dos CLNs são próximos entre si, o que pode 

estar relacionado à citotoxicidade do nanocarreador, sendo o CLN4 mais tóxico devido a presença 

do fármaco na nanopartículas, que teve sua atividade leishmanicida intensificada em relação ao 

AM livre, sendo este comportamento semelhante ao que ocorreu no ensaio de citotoxicidade em 

macrófagos. Entretanto, o antimoniato de meglumina é o tratamento de primeira escolha para as 

leishmanioses e, portanto, a ausência de atividade no ensaio levantou a possibilidade de problemas 

com a matéria-prima do AM utilizada no estudo. Nesse ponto, foi utilizado o Glucantime, onde 

uma amostra diretamente retirada da ampola do medicamento foi testada no ensaio. Ainda assim, 

não houve atividade leishmanicida até a concentração mais alta estudada (800 µg/mL). 
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 Ao tentar buscar explicação para a ausência de atividade do AM e do Glucantime, percebeu-

se que pode estar relacionado com o método do ensaio, o qual usa cepas transgênicas dos parasitas, 

os quais foram transfectados para passarem a expressar beta-galactosidase. Trata-se de uma enzima 

que é utilizada no ensaio colorimétrico, a qual cliva o substrato produzindo uma coloração 

avermelhada, detectável por espectrofotometria, sendo sua presença condicionada à parasitas vivos 

no ensaio (SANTOS et al., 2019), O teste foi validado pelo laboratório utilizando a Anfotericina B 

como fármaco modelo que possui atividade leishmanicida através do mecanismo de ação que 

envolve a interferência da precursor do ergosterol presente na membrana citoplasmática do 

parasita, levando sua ruptura. Já a miltefosina, usada no teste como controle positivo aqui nessa 

pesquisa, atua por inibição da síntese da membrana celular do parasito, por interrupção das vias de 

sinalização celulares na membrana, indução de apoptose ou por disfunção mitocondrial (LIMA, 

2017; SANTIAGO; PITA; GUIMARÃES, 2021). Ambos os fármacos não dependem 

exclusivamente da interferência do metabolismo energético do parasita para ter ação. No caso do 

AM, alguns mecanismos são sugeridos, sendo eles envolvidos com a redução do Sb+5 em Sb+3 após 

a administração, onde o Sb+3 atuaria em enzimas do metabolismo celular, interferindo na 

bioenergética do parasita. Baseado nisso, foi levantada a hipótese de que os parasitas transgênicos 

podem ter sofrido alguma modificação que impossibilita a redução do antimônio pentavalente em 

trivalente, ou que não possua mais os substratos das enzimas onde o fármaco atuaria, ou até mesmo 

que tenha suprimido a sensibilidade dos parasitas ao fármaco. 

Tais hipóteses foram sustentadas por alguns estudos que testaram a atividade leishmanicida 

do AM por método clássico com espécies não transgênicas comparado ao método que utiliza os 

parasitas trasnfectados para expressar constitutivamente a beta-galactosidase. Seus resultados 

mostraram que a Anfotericina B e a miltefosina apresentaram atividade em ambos os métodos, 

enquanto o glucantime só apresentou atividade no método que usou parasitas não transgênicos 

(CARVALHO et al., 2015). Os pesquisadores mostraram que a transfecção provocou a resistência 

dos parasitos ao glucantime, 3 a 10 vezes acima da IC50 da cepa não transfectada. Somado a isso, 

outras pesquisas que usaram métodos tradicionais para testar atividade do AM contra cepas de L. 

infantum não transgênicas, mostraram atividade leishmanicida: IC50 de 60,28 µg/mL para a solução 

de AM e 0,95 µg/mL quando incorporado no lipossoma em amastigotas (BORBOREMA et al., 

2016); IC50 de 11,26 µg/mL para a solução de AM e 8,30 µg/mL incorporado em microesfera 
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contra promastigotas e 176 µg/mL para a solução de AM e 31,95 µg/mL na microesfera contra 

amastigota (PUJALS et al., 2008). 

  

5.9.2 Leishmania amazonensis 

 

No Brasil, há sete espécies de leishmanias envolvidas na ocorrência de casos de 

leishmaniose tegumentar, sendo a L. amazonensis uma das mais importantes e frequentes nas 

infecções (BRASIL, 2014). Nessa pesquisa, essa espécie foi escolhida para avaliar a atividade dos 

compostos contra uma espécie causadora de LC. Conforme é visto na tabela 11, nenhuma das 

amostras apresentaram atividade contra a forma promastigota, apenas o controle positivo feito com 

miltefosina. Já em relação à forma amastigota, o AM e o glucantime continuaram sem apresentar 

atividade, enquanto as nanopartículas foram ativas. Novamente, observou-se comportamento 

semelhante ao ensaio anterior, em que houve ausência de atividade leishmanicida pelo AM livre e 

os valores de IC50 dos CLNs são próximos entre si e o CLN4 foi mais tóxico devido a presença do 

fármaco nas nanopartículas. 

 

Tabela 12 - Atividade leishmanicida das amostras frente as formas evolutivas amastigota e 

promastigota de L. amazonensis expresso em IC50 

Amostras 
Amastigotas 

(IC50 µg/mL) 

Promastigotas 

(IC50 µg/mL) 

AM >800 ND 

CLNb 150,6 ± 38,4 >800 

CLN4 115 ± 12,4 >800 

Glucantime >800 >800 

Miltefosina 1,4 ± 0,1 10,7 ± 2,2 

Legenda: ND= não detectado. Fonte: Autoria própria. 

 

Alguns estudos demonstram a atividade do antimoniato de meglumina contra a espécie L. 

amazonensis feitos por métodos clássicos, sustentando a hipótese de o método que utiliza espécies 

transgênicas poder interferir na sensibilidade já conhecida ao fármaco. Zauli-Nascimento (2010) 

mostrou atividade do AM contra amastigotas, com IC50 que variou entre 112,2 μg/mL e 146,0 
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μg/mL, enquanto Oliveira (2018) mostrou um IC50 entre 4,43 e 7,41 μg/mL. Já na pesquisa de 

Carvalho e colaboradores (2015), o glucantime mostrou um IC50 de 22,9 μg/mL em amastigotas. 

Considerando outras espécies além das estudadas aqui, pesquisas também relatam atividade do AM 

livre e nanoencapsulado. Nas formas amastigota foram relatados IC50 de 26,6 µg/mL para o AM 

livre e 13,18 µg/mL quando encapsulado em nanopartícula de albumina (BARAZESH et al., 2018), 

52,6 µg/mL para AM livre e 21,3 µg/mL na nanopartícula de cobre (ALBALAWI et al., 2021), 93 

µg/mL do AM livre e <25 µg/mL do AM em lipossoma (BORBOREMA et al., 2011), e 9,68 µg/mL 

do AM em lipossoma (MOOSAVIAN; FALLAH; JAAFARI, 2019), todos avaliados na espécie L. 

major.  

 Baseado nos ensaios realizados em ambas as espécies de Leishmania, é possível ponderar 

a necessidade de realizar ensaios de atividade leishmanicida por outro método para confirmar ou 

refutar a hipótese de inadequabilidade desse ensaio para testar o antimoniato de meglumina e, 

consequentemente, a eficiência dos nanocarreadores produzidos. Ademais, ensaios in vivo podem 

ser necessários para comprovar a eficiência dos CLNs na entrega do fármaco de forma mais eficaz 

ao alvo. 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A partir dos resultados é possível concluir que o planejamento experimental foi realizado 

com sucesso, visto que através dessa triagem foi possível desenvolver carreadores lipídicos 

nanoestruturados com características físico-químicas adequadas. O tamanho e sua distribuição 

homogênea, o potencial zeta e o pH mostraram-se adequados para nanocarreadores que visam 

administração oral. As demais técnicas de caracterização comprovaram a incorporação do fármaco 

na nanopartícula e confirmaram a obtenção de um CLN com matriz amorfizada que possibilitou 

bom encapsulamento do antimoniato de meglumina e permitirá menor extravasamento do fármaco 

ao longo do período de armazenamento. Inclusive, essa matriz foi capaz de manter bons níveis de 

fármaco encapsulado ao longo do tempo, assim como manteve os demais parâmetros avaliados 

também estáveis em armazenamento sob refrigeração por pelos 45 dias de ensaio. Além disso, a 

liofilização também mostrou estabilidade preliminar dos CLNs, sem grande alteração das 

características físico-químicas. 

Em condições de pH simulando o trato gastrointestinal foi possível observar a manutenção 

das características e estabilidade do carreador, o que pode permitir chegar ao local de absorção com 

integridade preservada. Além disso, tanto o CLN em dispersão quanto o liofilizado proporcionou 

uma liberação prolongada do antimoniato de meglumina em ensaio simulando administração oral, 

com duração de pelo menos 48h, em contraste à solução que apresentou liberação entre 4 e 6h. O 

ensaio de viabilidade celular permitiu conhecer concentrações citotóxicas do fármaco e das 

nanopartículas em macrófagos, assim como a avaliação da atividade anti-leishmania forneceu um 

perfil de atividade que foi diferente para as espécies estudadas, e não correspondeu ao perfil de 

atividade leishmanicida do AM, alertando quanto ao método de avaliação utilizado. Portanto, pode-

se inferir que os CLNs produzidos possuem potencial como um sistema de entrega oral de liberação 

prolongada de fármaco leishmanicida, os quais precisam passar por ensaios de farmacocinética in 

vivo para comprovar a possibilidade de melhoria de permeabilidade intestinal e absorção oral. 

Ademais, cuja obtenção do CLN liofilizado viabiliza a obtenção de formas farmacêuticas orais 

sólidas. 
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7 PERSPECTIVAS 

 

• Finalização do ensaio de estabilidade de armazenamento dos CLNs até 90 dias de 

acompanhamento; 

• Finalizar as caracterizações do CLN liofilizado; 

• Realização de microscopias eletrônicas de varredura (MEV) e transmissão (MET) dos 

CLNs obtidos; 

• Realização de ensaios de toxicidade aguda in vivo em camundongos; 

• Realização de ensaio de farmacocinética in vivo em ratos para avaliação de 

biodisponibilidade relativa; 

• Obter formas farmacêuticas sólidas orais; 
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APÊNDICE A – RESUMO DAS PROPRIEDADES TÉRMICAS POR DTA 

 

Tabela 13 - Propriedades térmicas dos lipídeos sólidos e das misturas físicas com lipídeos líquidos avaliadas 

por DTA 

Amostra TF (°C) Onset (°C) Endset (°C) Entalpia (J/g) 

Dyn114 59,14 54,30 69,66 -245,24 

Dyn114+Mig 51,54 46,27 63,39 -110,53 

Dyn114+Olei 52,20 46,63 63,14 -128,02 

Dyn118 73,86 68,42 84,67 -273,45 

Dyn118+Mig 67,13 59,10 78,86 -124,57 

Dyn118+Olei 66,98 62,55 78,81 -143,83 

Comp 76,64 71,37 86,32 -163,40 

Comp+Mig 73,45 67,79 83,81 -147,64 

Comp+Olei 65,76 53,14 76,06 -128,00 

Inwi 64,76 55,59 74,99 -239,95 

Inw+Mig 65,52 59,20 75,63 -161,55 

Inw+Olei 62,20 52,70 73,99 -144,98 

Legenda: TF= temperatura de fusão; Dyn114 = Dynasa114; Dyn118 = Dynasan118; Comp = Compritol 

ATO; Imwi = Imwitor 900K; Mig = Miglyol 812; Olei = Ácido oleico. Fonte: Autoria própria. 
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APÊNDICE B – GRÁFICOS DTG 

 

Figura 28 - Curvas DTG das substâncias isoladas (lado A), misturas ternárias e misturas totais (lado B) 

avaliadas no ensaio de compatibilidade 

Legenda: Dyn114 = Dynasa114; Dyn118 = Dynasan118; Comp = Compritol ATO; Imwi = Imwitor 900K; 

Mig = Miglyol 812; Olei = Ácido oleico; Span = Span80; Alk30 = Alkest. Fonte: Autoria própria. 
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APÊNDICE C – RESUMO DAS PROPRIEDADES TÉRMICAS POR TG/DTG 

 

Tabela 14 - Propriedades térmicas das substâncias isoladas e das misturas físicas ternárias e totais feitas com 

Dynasan 114 avaliados por TG/DTG 

  Evento 1 Evento 2 Evento 3 Total 

de 

perda 

(%) 

Amostra 
Perda 

(%) 

Temp 

(°C) 

Perda 

(%) 

Temp 

(°C) 

Perda 

(%) 

Temp 

(°C) 

AM 15,29 
65,90 - 

130,80 
28,44 

254,96 - 

305,65 
14,01 

547,73 - 

575,38 
57,74 

DYN114 88,62 
315,96 - 

384,12 
3,28 

429,51 - 

445,39 
- - 91,9 

MIG 94,57 
292,21 - 

329,80 
- - - - 93,03 

SPAN 85,66 
366,83 - 

422,27 
- - - - 85,66 

ALK30 50,29 
344,02 - 

388,74 
26,96 

404,19 - 

432,88 
2,67 

513,40 - 

547,96 
79,92 

DYN114+MYG+A

M 
63,42 

291,98 - 

328,37 
31,58 

345,87 - 

374,66 
- - 95,00 

SPAN+ALK30+AM 18,89 
269,36 - 

313,13 
48,86 

390,58 - 

433,14 
- - 67,75 

MF 51,99 
276,81 - 

323,69 
29,21 

410,72 - 

419,27 
- - 81,2 

Legenda: Dyn114 = Dynasa114; Mig = Miglyol 812; Span = Span80; Alk30 = Alkest; MF= mistura física 

total; Temp = temperatura. Fonte: Autoria própria. 
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Tabela 15 - Propriedades térmicas das substâncias isoladas e das misturas físicas ternárias e totais feitas com 

Dynasan 118 avaliados por TG/DTG 

  Evento 1 Evento 2 Evento 3 Total 

de 

perda 

(%) 

Amostra 
Perda 

(%) 

Temp 

(°C) 

Perda 

(%) 

Temp 

(°C) 

Perda 

(%) 

Temp 

(°C) 

AM 15,29 
65,90 - 

130,80 
28,44 

254,96 - 

305,65 
13,54 

547,73 - 

575,38 
57,27 

DYN118 96,36 
383,52 - 

428,71 
- - - - 96,36 

MIG 94,57 
292,21 - 

329,80 
- - - - 93,03 

SPAN 85,66 
366,83 - 

422,27 
- - - - 85,66 

ALK30 50,29 
344,02 - 

388,74 
26,96 

404,19 - 

432,88 
2,67 

513,40 - 

547,96 
79,92 

DYN118+MYG+AM 40,87 
272,21 - 

321,66 
44,98 

368,26 - 

414,14 
- - 85,85 

SPAN+ALK30+AM 18,89 
269,36 - 

313,13 
48,86 

390,58 - 

433,14 
- - 67,75 

MF 30,29 
282,87 - 

311,70 
49,74 

380,91 - 

423,83 
- - 80,03 

Legenda: Dyn118 = Dynasa118; Mig = Miglyol 812; Span = Span80; Alk30 = Alkest; MF= mistura física 

total; Temp = temperatura. Fonte: Autoria própria. 
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Tabela 16 - Propriedades térmicas das substâncias isoladas e das misturas físicas ternárias e totais feitas com 

Compritol avaliados por TG/DTG 

  Evento 1 Evento 2 Evento 3 Total 

de 

perda 

(%) 

Amostra 
Perda 

(%) 

Temp 

(°C) 

Perda 

(%) 

Temp 

(°C) 

Perda 

(%) 

Temp 

(°C) 

AM 15,29 
65,90 - 

130,80 
28,44 

254,96 - 

305,65 
13,54 

547,73 - 

575,38 
57,27 

COMP 94,84 
357,17 - 

432,07 
- - - - 94,84 

MIG 94,57 
292,21 - 

329,80 
- - - - 93,03 

SPAN 85,66 
366,83 - 

422,27 
- - - - 85,66 

ALK30 50,29 
344,02 - 

388,74 
26,96 

404,19 - 

432,88 
2,67 

513,40 - 

547,96 
79,92 

COMP+MYG+AM 47,33 
269,29 - 

314,74 
30,56 

375,42 - 

418,32 
- - 77,89 

SPAN+ALK30+A

M 
18,89 

269,36 - 

313,13 
48,86 

390,58 - 

433,14 
- - 67,75 

MF 18,97 
277,04 - 

311,94 
65,5 

381,82 - 

425,78 
- - 84,47 

Legenda: Comp = Compritol; Mig = Miglyol 812; Span = Span80; Alk30 = Alkest; MF= mistura física 

total; Temp = temperatura. Fonte: Autoria própria. 
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Tabela 17 - Propriedades térmicas das substâncias isoladas e das misturas físicas ternárias e totais feitas com 

Imwitor avaliados por TG/DTG 

  Evento 1 Evento 2 Evento 3 Total 

de 

perda 

(%) 

Amostra 
Perda 

(%) 

Temp 

(°C) 

Perda 

(%) 

Temp 

(°C) 

Perda 

(%) 

Temp 

(°C) 

AM 15,29 
65,90 - 

130,80 
28,44 

254,96 - 

305,65 
13,54 

547,73 - 

575,38 
57,27 

IMWI 49,20 
253,33 - 

326,45 
41,85 

366,65 - 

407,19 
- - 91,05 

MIG 94,57 
292,21 - 

329,80 
- - - - 93,03 

SPAN 85,66 
366,83 - 

422,27 
- - - - 85,66 

ALK30 50,29 
344,02 - 

388,74 
26,96 

404,19 - 

432,88 
2,67 

513,40 - 

547,96 
79,92 

IMWI+MYG+AM 40,51 
241,18 - 

295,16 
41,79 

351,60 - 

393,22 
4,16 

505,82 - 

553,93 
86,46 

SPAN+ALK30+A

M 
18,89 

269,36 - 

313,13 
48,86 

390,58 - 

433,14 
- - 67,75 

MF 23,58 
252,50 - 

301,82 
60,88 

354,62 - 

406,71 
5,59 

511,99 - 

573,71 
90,05 

Legenda: Imwi= Imwitor; Mig = Miglyol 812; Span = Span80; Alk30 = Alkest; MF= mistura física total; 

Temp = temperatura. Fonte: Autoria própria. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



178 
 

APÊNDICE D – RESUMO ENSAIO DE COMPATIBILIDADE POR DTA 

 

Tabela 18 - Propriedades térmicas das substâncias isoladas e das misturas físicas ternárias e totais feitas com 

Dynasan 114 avaliados por DTA 

Amostra Evento 
TF 

(°C) 

Onset 

(°C) 

Endset 

(°C) 

Entalpia 

(J/g) 

AM único 88,28 61,58 128,54 -212,71 

DYN114 único 59,14 54,3 69,66 -245,24 

DYN114+MYG+AM único 52,23 44,27 66,04 -131,21 

SPAN+ALK30+AM - - - - - 

MF 

1° 

evento 
48,44 40,7 57,33 -10,02 

2° 

evento 
258,58 192,29 284,31 159,27 

Legenda: Dyn114 = Dynasa114; Span = Span80; Alk30 = Alkest; MF= mistura física total; TF = 

temperatura de fusão. Fonte: Autoria própria. 

 

 

Tabela 19 - Propriedades térmicas das substâncias isoladas e das misturas físicas ternárias e totais feitas com 

Dynasan 118 avaliados por DTA 

Amostra Evento 
TF 

(°C) 

Onset 

(°C) 

Endset 

(°C) 

Entalpia 

(J/g) 

AM único 88,28 61,58 128,54 -212,71 

DYN118 único 73,86 68,42 84,67 -273,45 

DYN118+MYG+AM 

1° 

evento 
68,83 63,86 80,95 -135,96 

2° 

evento 
276,90 211,17 303,90 379,78 

SPAN+ALK30+AM - - - - - 

MF único 53,09 48,09 61,59 -56,78 

Legenda: Dyn118 = Dynasa118; Span = Span80; Alk30 = Alkest; MF= mistura física total; TF = 

temperatura de fusão. Fonte: Autoria própria. 
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Tabela 20 - Propriedades térmicas das substâncias isoladas e das misturas físicas ternárias e totais feitas com 

Compritol avaliados por DTA 

Amostra Evento 
TF 

(°C) 

Onset 

(°C) 

Endset 

(°C) 

Entalpia 

(J/g) 

AM único 88,28 61,58 128,54 -212,71 

COMP único 76,64 71,37 86,32 -163,40 

COMP+MYG+AM único 68,23 62,96 76,36 -56,57 

SPAN+ALK30+AM - - - - - 

MF único 64,97 59,01 73,51 -27,36 

Legenda: Comp = Compritol; Mig = Miglyol 812; Span = Span80; Alk30 = Alkest; MF= mistura física 

total; TF = temperatura de fusão. Fonte: Autoria própria. 

 

 

Tabela 21 - Propriedades térmicas das substâncias isoladas e das misturas físicas ternárias e totais feitas com 

Imwitor avaliados por DTA 

Amostra Evento 
TF 

(°C) 

Onset 

(°C) 

Endset 

(°C) 

Entalpia 

(J/g) 

AM único 88,28 61,58 128,54 -212,71 

INWI único 64,76 55,59 74,99 -239,95 

IMWI+MYG+AM 

1° 

evento 
64,13 56,51 73,11 -120,43 

2° 

evento 
261,79 211,78 287,68 28,49 

SPAN+ALK30+AM - - - - - 

MF 

1° 

evento 
63,75 58,57 74,47 -68,47 

2° 

evento 
253,83 198,03 287,86 178,37 

Legenda: Imwi= Imwitor; Mig = Miglyol 812; Span = Span80; Alk30 = Alkest; MF= mistura física total; 

TF = temperatura de fusão. Fonte: Autoria própria. 
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APÊNDICE E - DESENHO DAS ESTRUTURA MOLECULAR DOS COMPOSTOS 

 

Figura 29 - Estrutura molecular do Miglyol (A) e do AM (B) 

 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

 

 

Figura 30 - Estrutura molecular do Dynasan114 (C) e Dynasa118 (D). 

 

 

Fonte: Autoria própria. 
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Figura 31 - Estrutura molecular do Compritol (E) e Imwitor (F). 

 

 

Fonte: Autoria própria. 
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APÊNDICE F – RESUMO DAS CARACTERIZAÇÕES FÍSICO-QUÍMICAS DO 

ENSAIO DE ESTABILIDADE DE ARMAZENAMENTO 

 

Tabela 22 - Caracterizações físico-químicas durante ensaio de estabilidade do CLN4 armazenado em 

refrigerado e temperatura ambiente 

  Armazenamento PP 15D 30D 45D 

Diam. 

(nm) 

Ref 41,13 ± 0,21 36,96 ± 1,92 37,21 ± 0,70 39,88 ± 0,63 

Amb 41,13 ± 0,21 40,11 ± 0,33 43,30 ± 0,25 44,62 ± 0,19 

PdI 
Ref 0,227 ± 0,017 0,287 ± 0,049 0,269 ± 0,008 0,275 ± 0,001 

Amb 0,227 ± 0,017 0,257 ± 0,006 0,315 ± 0,006 0,334 ± 0,012 

PZ (mV) 
Ref -27,9 ± 1,30 -21,0 ± 1,21 -21,9 ± 3,55 -27,00 ± 2,10  

Amb -27,9 ± 1,30 -28,2 ± 0,51 -20,1 ± 2,40  -18,40 ± 0,17 

EE (%) 
Ref 62,46 ± 1,48 60,03 ± 1,89 60,35 ± 2,02 59,32 ± 1,19 

Amb 62,46 ± 1,48 57,47 ± 2,09 56,32 ± 3,12 50,51 ± 1,38 

pH 
Ref 5,23 ± 0,11 5,09 ± 0,05 5,02 ± 0,06 5,22 ± 0,02 

Amb 5,23 ± 0,11 4,91 ± 0,09 4,95 ± 0,06 4,92 ± 0,04 

Legenda: Diâm. = diâmetro; PZ = potencial zeta; EE = eficiência de encapsulamento; PP = pós-preparo; 

Ref = refrigerado/ Amb= ambiente. Fonte: Autoria própria. 
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Tabela 23 - Caracterizações físico-químicas durante ensaio de estabilidade do CLNb armazenado em 

refrigerado e temperatura ambiente 

  Armazenamento PP 15D 30D 45D 

Diâm. 

(nm) 

Ref 36,91 ± 0,34 44,65 ± 0,28 42,88 ± 0,65 45,39 ± 0,14 

Amb 36,91 ± 0,34 32,69 ± 1,52 39,63 ± 1,52 43,03 ± 0,45 

PDI 
Ref 0,184 ± 0,009 0,224 ± 0,010 0,231 ± 0,007 0,213 ± 0,012 

Amb 0,184 ± 0,009 0,205 ± 0,008 0,329 ± 0,057 0,252 ± 0,006 

PZ (mV) 
Ref -22,0 ± 1,18 -16,1 ± 0,46 -18,9 ± 2,55 -22,3 ± 1,10  

Amb -22,0 ± 1,18 -18,9 ± 2,96 -12,2 ± 1,30  -13,6 ± 0,57 

pH 
Ref 5,93 ± 0,32 5,99 ± 0,89 5,98 ± 0,54 5,93 ± 0,23 

Amb 5,93 ± 0,32 5,53 ± 0,25 5,84 ± 0,19 5,61 ± 0,12 

Legenda: Diâm. = diâmetro; PZ = potencial zeta; EE = eficiência de encapsulamento; PP = pós-preparo; 

Ref = refrigerado/ Amb= ambiente. Fonte: Autoria própria. 
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APÊNDICE G - GRÁFICOS DA DISTRIBUIÇÃO DE TAMANHO DAS AMOSTRAS 

ANALISADAS NA ESTABILIADE EM MEIOS GASTROINTESTINAIS SIMULADO 

 

Figura 32 - Gráfico de distribuição de diâmetro obtido por DLS do CLN4 submetido ao ensaio de 

estabilidade gastrointestinal simulado em pH 1,2 

 

Legenda: (A) tempo de 15minutos; (B) tempo de 30 minutos; (C) tempo de 1hora; (D) tempo de 2horas. 

Fonte: Autoria própria. 
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Figura 33 - Gráfico de distribuição de diâmetro obtido por DLS do CLN4 submetido ao ensaio de 

estabilidade gastrointestinal simulado em pH 6,8 

 

 

Legenda: (A) tempo de 15minutos; (B) tempo de 30 minutos; (C) tempo de 1hora; (D) tempo de 2horas; (E) 

tempo de 4horas. Fonte: Autoria própria. 
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ANEXO A – PRODUÇÕES 

 

IMAGEM 1 – RESUMO PUBLICADO EM ANAIS DO CONGRESSO DE CIÊNCIAS APLICADAS A 

FARMÁCIA – 2020 
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IMAGEM 2 – ARTIGOS PUBLICADOS 
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IMAGEM 3 – ARTIGOS PUBLICADOS 
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