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RESUMO 

 

A anfotericina B (AmB), fármaco segunda escolha no tratamento da leishmaniose, 

está associada a elevada incidência de reações adversas quando administrada na 

forma convencional, Anforicin®.  As nanoemulsões (NE) são consideradas alternativas 

atraentes para reduzir essa toxicidade. Este trabalho teve como objetivo avaliar a 

estabilidade de uma NE contendo AmB (NE-AmB) e avaliar sua eficácia no tratamento 

experimental da leishmaniose tegumentar. Os seguintes parâmetros foram avaliados 

no estudo de estabilidade (4 °C): teor total, teor de encapsulação (TE), diâmetro de 

glóbulo, potencial zeta e estado de agregação da AmB (por espectroscopia UV-Visível 

e dicroísmo circular). Estudo de hemólise in vitro em células sanguíneas vermelhas 

de coelho foi conduzido, comparando a NE-AmB com o Anforicin®. A eficácia da NE-

AmB foi avaliada em camundongos BALB/c experimentalmente infectados com 

Leishmania (Leishmania) major divididos nos seguintes grupos: Anforicin® (1 mg/kg) 

e NE-AmB (1; 4; ou 8 mg/kg/dia) administrados, por via endovenosa, em cinco dias 

alternados. Após o fim do tratamento foram avaliados a carga parasitária (lesão e 

baço) e o tamanho da lesão. O método analítico foi otimizado e validado, atendendo 

as especificações preconizadas e sendo capaz de promover a separação da AmB dos 

seus produtos de degradação alcalina. A presença do colesterol 0,5% se mostrou 

fundamental para a estabilidade da formulação e manutenção da AmB na forma 

monomérica. O estudo de estabilidade indicou que a NE-AmB 0,5% colesterol é 

estável, com valores de teor e TE acima de 90% e ligeiro aumento de tamanho, após 

180 dias. Ademais, a NE não demonstrou presença de espécies agregadas mesmo 

após 260 dias de estabilidade. A atividade hemolítica in vitro do Anforicin® foi 

significativamente maior do que aquela observada para a NE-AmB, mesmo daquela 

mantida em estabilidade por 180 dias (p<0,05). O estudo in vivo mostrou que a NE-

AmB na dose de 8 mg/kg/dia foi capaz de estabilizar o tamanho da lesão e reduzir a 

carga parasitária no baço em relação ao grupo controle (p<0,05), entretanto, não 

houve redução significativa da carga parasitária na lesão (p>0,05). Já o Anforicin® não 

mostrou eficácia em nenhum dos parâmetros avaliados (p>0,05), em relação ao grupo 

controle. Esses dados indicam o potencial das NE para o carreamento da AmB no 

tratamento parenteral da leishmaniose tegumentar.  

Palavras-chave: Nanoemulsão. Anfotericina B. Leishmaniose tegumentar. 

Estabilidade. Colesterol. Atividade em modelo animal. 



 
 

ABSTRACT 

 

Amphotericin B (AmB), second line drug on leishmaniasis treatment, has been 

associated with high adverse reaction incidence. Nanoemulsions (NE) are an attractive 

alternative since they are capable of reducing the drug’s toxicity. Therefore, this study 

aimed to evaluate the preliminary stability of a previously described AmB-loaded NE 

(NE-AmB) and evaluate its efficacy on an experimental treatment for cutaneous 

leishmaniasis. The following parameters were evaluated by an NE-AmB stability study 

(4 ºC): total content determination, encapsulation efficiency (EE), particle size, zeta 

potential and AmB aggregation state (measured by UV-Visible spectroscopy and 

circular dichroism). The NE-AmB capacity to induce in vitro hemolysis of rabbit red 

blood cells was also evaluated, in comparison to Anforicin®. Finally, the NE-AmB 

activity on BALB/c mice experimentally infected with Leishmania (Leishmania) major 

was evaluated on the following groups:  Anforicin® (1 mg/kg) and NE-AmB (1; 4; or 8 

mg/kg/day), intravenously administered in five alternate days. After the end of the 

treatment, the parasitic load (lesion and spleen) and the lesion size were evaluated. 

The analytic method was optimized and validated, meeting the recommended 

specifications and furthermore being able to promote the separation between the AmB 

from its alkaline degradation products. The 0.5% cholesterol was fundamental to the 

formulation stability and to the maintenance of the AmB monomeric form. The stability 

study shows that NE-AmB 0.5% cholesterol is stable, with total content and EE above 

90% and a slight increase in size, keeping the appropriate parameters for intravenous 

administration during the 180 days of evaluation. In addition, the formulation does not 

show aggregate species even after 260 days of stability. The Anforicin® in vitro 

hemolytic activity was significantly higher than that which can be observed for the NE-

AmB with maintained stability during the 180 days (p<0.05). The in vivo study shows 

that the 8 mg/kg/day dosage of NE-AmB was capable of stabilizing the lesion size and 

reducing the parasitic load on the spleen in comparison to the control group (p<0.05), 

however, there was no significant parasitic load reduction on the lesion (p<0.05). On 

the other hand, Anforicin® shows no activity on neither of the evaluated parameters 

(p>0.05) in comparison to the control group. Hence, the results found in this study 

indicates the NE potential on AmB transportation for the parenteral treatment of 

cutaneous leishmaniasis. Key-words: Nanoemulsion. Amphotericin B. Cutaneous 

leishmaniasis. Stability. Cholesterol. Activity in animal model.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

As leishmanioses constituem um complexo de doenças parasitárias, causadas por 

protozoários, que têm amplo espectro de manifestações clínicas. A terapia de primeira 

escolha se baseia na utilização de antimoniais pentavalentes como o estibogluconato 

de sódio (Pentostam®) ou antimoniato de N-metilglucamina (Glucantime®). Os índices 

de cura são altos, no entanto, o tratamento antimonial é acompanhado por alguns 

inconvenientes relacionados às reações adversas relativamente frequentes (GOTO & 

LINDOSO, 2010; MURRAY et al.,2005; SUNDAR & CHAKRAVARTY, 2013). 

 

A anfotericina B (AmB) é considerada um dos fármacos mais potentes no tratamento 

da leishmaniose visceral, com taxas curas de aproximadamente 100% para a 

leishmaniose visceral (BERMAN, 2005; DAVIDSON, 2005). É indicada como segunda 

linha de tratamento, especialmente nos casos de resistência ou pacientes não 

responsivos à terapia antimonial, e como fármaco de escolha para pacientes 

portadores do HIV (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2015 e 2017; YARDLEY & CROFT, 

1997). Entretanto, quando administrada na forma convencional (complexo de AmB 

com desoxicolato de sódio) por via intravenosa, não é bem tolerada, estando 

associada a elevada incidência de reações adversas. A disfunção renal é 

normalmente observada, ainda que em grau variável e dose-dependente, e, em casos 

extremos, a nefrotoxicidade e hemólise severas exigem a interrupção do tratamento 

(JAIN et al., 2012; SHADKAN et al., 1997). 

 

Com o objetivo de reduzir essa toxicidade, foram desenvolvidas formulações lipídicas, 

com destaque para a forma lipossomal. Embora estas formulações tenham 

demonstrado boa eficácia contra a leishmaniose visceral e estejam relacionadas a 

menores incidências de reações adversas, ainda apresentam custo de produção muito 

alto (ALVAR et al., 2008; MOHAMED-AHMED et al., 2012; SUNDAR et al., 2008; 

TIUMAN et al., 2011; VANLERBERGH et al., 2007). 

 

As nanoemulsões (NE) têm sido utilizadas há anos na nutrição parenteral 

e como carreadora de fármacos lipofílicos devido à sua biocompatibilidade. São 

sistemas que apresentam vantagens em relação a outros nanocarreadores, por serem 

de tecnologia relativamente simples e baixo custo do ponto de vista de produção. 
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Ademais, apresentam potencial para reduzir a citotoxicidade dos fármacos e de 

protegê-los da hidrólise e degradação enzimática em condições fisiológicas (AKHTER, 

2016; ARAÚJO et al., 2011). 

 

O uso de NE para o carreamento da AmB vem sendo descrito na literatura como uma 

alternativa atrativa para o tratamento das leishmanioses (CALDEIRA et al.,2015; 

SANTOS et al.,2012). Recentemente, uma formulação de NE contendo AmB (NE-

AmB) foi comparada com a forma convencional de desoxicolato em relação à sua 

toxicidade e eficácia no tratamento de animais infectados com Leishmania 

(Leishmania) infantum chagasi. Os resultados foram bastante promissores, indicando 

a possibilidade da administração endovenosa de maiores doses de AmB, com 

redução significativa da carga parasitária e sem o aparecimento de sinais de 

toxicidade aguda (SANTOS et al., 2017). 

 

O presente trabalho se insere nesse contexto, com a proposta de caracterizar a NE 

relatada por Santos e colaboradores (2017) durante seu período de estabilidade e de 

avaliar sua eficácia em animais experimentalmente infectados com Leishmania 

(Leishmania) major, um modelo murino de leishmaniose tegumentar. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Leishmanioses 

 

As leishmanioses são um complexo de doenças parasitárias negligenciadas com 

amplo espectro de manifestação clínica e epidemiológica, encontradas em grandes 

áreas dos trópicos, subtrópicos e no sul da Europa (CDC, 2013; CHAPPUIS et al., 

2007). Elas são classificadas em duas formas principais, leishmaniose tegumentar 

(LT) e leishmaniose visceral (LV) (CARNEIRO et al., 2012). 

 

Consideradas um grande problema de saúde pública, as leishmanioses são zoonoses 

de notificação compulsória no Brasil com forte associação com a pobreza e à má 

nutrição, deslocamento populacional, más condições de moradia e de saneamento 

básico. Fatores ambientais, como urbanização e desmatamento, e mudanças 

climáticas também influenciam a incidência da doença (OMS, 2016; ALVAR et al., 

2006). Dessa forma, o padrão de transmissão, essencialmente silvestre no início, foi 

alterado devido a modificações socioambientais (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2015). 

 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS) (2016), 97 países e territórios são 

endêmicos e casos já foram reportados em outros 4 países. Estima-se a prevalência 

de 12 milhões de casos no mundo, com 350 milhões de pessoas sob risco de infecção, 

700 mil a 1 milhão de novos casos e 200 mil a 300 mil mortes todo ano, entretanto, há 

evidências de que a incidência é subestimada, especialmente em regiões 

hiperendêmicas (AMEEN, 2010; ANTINORI et al., 2012; OMS, 2017). 

 

2.1.1 Etiologia 

 

As leishmanioses são causadas por protozoários pertencentes à ordem 

Kinetoplastida, família Trypanosomatidae, gênero Leishmania, parasitos 

intracelulares obrigatórios das células de mamíferos. Existem ao menos 25 espécies 

de Leishmania, com ampla distribuição geográfica (Tabela 1), capazes de infectar 

mamíferos, incluindo o homem (MATLASHEWSKI, 2001). A doença é transmitida pela 

picada de flebotomíneos fêmeas infectadas dos gêneros Phlebotomus, no Velho 

Mundo (Europa, África e Ásia), e Lutzomyia, no Novo Mundo (América e Oceania) 
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(STOCKDALE & NEWTON, 2013). Mais de 90 espécies de flebotomíneos, também 

conhecidos no Brasil como mosquito-palha (Figura 1), são capazes de transmitir os 

parasitos do gênero Leishmania, e, aproximadamente 70 animais, incluindo o homem, 

podem ser considerados reservatórios naturais deste parasito (OMS, 2017). 

 

Tabela 1 – Exemplos de espécies de Leishmania que causam doenças em humanos. 

 

Manifestação clínica 
principal 

Distribuição geográfica principal 

Novo Mundo     

L. (Viannia) braziliensis LCL e LMC 
América do Sul, partes da América 
Central e México 

L. (Viannia) panamensis LCL e LMC 
Norte da América do Sul e sul da 
América Central 

L. (Viannia) guyanensis LCL e LMC América do Sul  

L. (Leishmania) amazonensis LCL e LCD  América do Sul e América Central 

L.(Leishmania) mexicana LCL e LCD América Central, México e EUA 

L.(Leishmania) lainsoni LCL América do Sul  

   
Velho Mundo     

L. (Leishmania) major LCL 
Ásia Central, norte da África, Oriente 
Médio, leste da África 

L. (Leishmania) tropica LCL 
Ásia Central, Oriente Médio, partes do 
norte da África, leste da África 

L. (Leishmania) donovani LV, LCL África, Ásia central, sul da Ásia 
   

Velho e Novo Mundo     

L. (Leishmania) infantum ou L. 
(Leishmania) chagasi 

LV 
Europa, norte da África, América 
Central, América do Sul 

   

LCL = Leishmaniose cutânea localizada; LCD = Leishmaniose cutânea difusa; LMC = Leishmaniose mucocutânea; LV 
= Leishmaniose visceral 

_____________________ 

Adaptado de MCCALL et al. (2013) e REITHINGER et al. (2007). 
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Figura 1 – Fêmea de flebotomíneo da espécie Phlebotomus papatasi. 

 

_____________________ 

Adaptado de https://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/. 

 

As espécies de Leishmania apresentam-se em duas formas evolutivas (Figura 2) 

principais: amastigota, forma intracelular no hospedeiro vertebrado, ovalada e sem 

flagelo aparente, e a forma promastigota, forma extracelular no vetor, alongada e 

flagelada (FOGANHOLI & ZAPPA, 2011; GOLENSER & DOMB, 2006; 

MATLASHEWSKI, 2001; MCCALL et al.,2013). 

 

Figura 2 – (A) Leishmania – forma amastigota. (B) Leishmania – forma promastigota. 

 

_____________________ 

Adaptado de http://www.canalciencia.ibict.br/pesquisa/0295_A_caminho_da_cura_da_leishmaniose 

_visceral_canina.html 

 

No ciclo de vida do parasito (Figura 3), ao picar um mamífero infectado, o vetor ingere, 

juntamente com o sangue, células contendo formas amastigotas, especialmente 

macrófagos. Essas formas são conduzidas à porção anterior do trato digestivo do 

invertebrado, onde se transformam em promastigotas procíclicos. As formas 

promastigotas migram, então, para o epitélio do tubo digestivo, onde se multiplicam 

por divisão binária e se aderem pela região do flagelo. Após a multiplicação, os 

parasitos migram para a porção anterior trato digestivo, até a válvula estomodeal do 

http://www.canalciencia.ibict.br/pesquisa/0295_A_caminho_da_cura_da_leishmaniose
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inseto, onde se diferenciam em promastigotas metacíclicos, forma altamente infectiva. 

Em seguida, essas formas se direcionam à probóscide e são regurgitadas, sendo 

transmitidas a um novo hospedeiro vertebrado, como o homem, durante a picada. O 

parasito pode ser fagocitado por diversas células humanas, infectando-as: os 

neutrófilos, primeiramente; células dendríticas; e, principalmente, os macrófagos. No 

interior do vacúolo parasitóforo, as promastigotas metacíclicas se diferenciam em 

amastigotas que, por sua vez, se multiplicam por divisão binária. A multiplicação 

intensa ocasiona o rompimento da membrana do macrófago, liberando os amastigotas 

que, então, se disseminam pelos sistemas circulatório e linfático e infectam novos 

monócitos e macrófagos do sistema fagocitário mononuclear (CHAPPUIS et al., 2007; 

KAYE & SCOTT, 2011; MATLASHEWSKI, 2001). 

 

Figura 3 – Ciclo de vida simplificado da Leishmania. 

 

_____________________ 

Adaptado dehttp://www.canalciencia.ibict.br/pesquisa/0295_A_caminho_da_cura_da_leishmaniose 

_visceral_canina.html 

 

2.1.2 Influência de fatores do hospedeiro na evolução da doença 

 

O estabelecimento da infecção primária e as diversas manifestações clínicas das 

leishmanioses são resultado de um conjunto de fatores: espécie de Leishmania, 

transmitidos 
pela picada 

transmitidos 
pela picada 

Amastigotas infectam 
novos macrófagos 

Amastigotas deixam 
as células infectadas Amastigotas são liberadas 

no intestino 

Amastigotas se diferenciam 
em promastigota procíclicas 

Promastigotas se diferenciam 
em amastigotas e se multiplicam 

por divisão simples 

Promastigotas metacíclicas 
podem invadir ativamente 
ou serem fagocitadas por 
macrófagos ou neutrófilos 

Promastigotas metacíclicas 
migram para a válvula faringeana 

Promastigotas procíclicas se 
multiplicam e se diferenciam em 

promastigotas metacíclicas 

Promastigotas 
metacíclicas  

http://www.canalciencia.ibict.br/pesquisa/0295_A_caminho_da_cura_da_leishmaniose
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fatores de virulência do vetor, aspectos genéticos do hospedeiro e resposta 

imunológica aos parasitos (AMEEN, 2010; REITHINGER et al., 2007).  

 

Cada espécie de Leishmania produz um padrão característico da doença, com grau 

variado de metástase do parasito, por exemplo, a L. (L.) major tende a permanecer 

circunscrita à lesão e órgãos linfáticos, enquanto a L. (L.) donovani se dissemina para 

vários órgãos (MCCALL et al., 2013). Entretanto, além da espécie causadora, a 

genética e a resposta imune do hospedeiro influenciam a evolução da doença (para 

uma forma clínica ou para a cura espontânea), a disseminação do parasito (que pode 

manter-se na pele ou se espalhar para a mucosa e órgãos) e até a resposta ao 

tratamento (que pode ser completa ou parcial) (DAVIDSON, 2005). Como 

consequência, a infecção por parasitos Leishmania nem sempre resulta em 

manifestação clínica, apenas uma pequena porção das pessoas infectadas 

desenvolve a doença. A taxa incidência assintomática por incidência sintomática varia 

dependendo da região, sendo de 18:1 no Brasil (MCCALL et al., 2013). 

 

O tipo de resposta imune parece ser determinante para a resistência ou a 

susceptibilidade à infecção, sendo o processo patológico dependente de uma 

interação complexa de fatores das respostas imune inata e adquirida. De forma 

simplificada, as células dendríticas e os macrófagos apresentam os antígenos da 

Leishmania para as células T, subdivididas em Th1 e Th2, que medeiam respostas 

diferentes, de acordo com seu subtipo. Uma resposta imune efetiva, associada à cura 

clínica e prevenção de recidivas, está relacionada à ativação do macrófago para um 

estado leishmanicida e é principalmente mediada pelas células Th1 por meio de 

secreção de citocinas pró-inflamatórias. A resposta Th2, por sua vez, envolve a 

produção de citocinas antinflamatórias, a desativação do macrófago e a redução de 

citocinas pró-inflamatórias, estando associada à promoção da infecção intracelular. 

Este tipo de resposta, entretanto, ao contrário da resposta Th1, provavelmente previne 

a destruição tecidual severa (AMEEN, 2010; DAVIDSON, 2005; REITHINGER et al., 

2007). 
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2.1.3 Leishmaniose Tegumentar 

 

A maioria dos casos de LT reportados se concentra no Afeganistão, Argélia, Brasil, 

Colômbia, Irã, Paquistão, Peru, Arábia Saudita e Síria, sendo o número de novos 

casos estimado em 0,6 milhão a 1,0 milhão. A Figura 4 apresenta a distribuição da 

LT no mundo. Em relação aos casos específicos da forma mucocutânea, 

aproximadamente 90% dos casos ocorrem na Bolívia, Brasil e Peru (OMS, 2017). Uma 

diversidade de espécies está envolvida na transmissão da LT (Tabela 1), sendo, no 

Brasil, a Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Leishmania) amazonensis e 

Leishmania (Viannia) guyanensis as três principais (GONTIJO& CARVALHO, 2003; 

GOTO & LINDOSO, 2010; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017). 

 

Figura 4 – Situação endêmica da LT no mundo. 

_____________________ 

Adaptado de OMS, 2016. 

 

No período de 2000 a 2013, observou-se, no Brasil, a tendência de redução da 

endemia da forma tegumentar. Entretanto, a média anual da doença foi de 24.694 

casos, apresentando, ainda, expansão geográfica, com casos autóctones em todos 

os estados (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2015). 

 

O desenvolvimento clínico da LT inclui manifestações diversas, dependendo da 

região, da espécie envolvida e do estado imunológico do indivíduo infectado 

(BERMAN, 2003; GOTO & LINDOSO, 2010). 

 

Área endêmica 

Presença de casos reportados 

Ausência de casos autóctones  
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A evolução inicial da lesão, entretanto, é similar no sítio da picada. Após o período de 

incubação, que pode variar de algumas semanas a anos (normalmente menor que 

dois anos), aparece uma pequena pápula ou nódulo eritematoso (Figura 5) que 

cresce de tamanho, podendo ser único ou múltiplos, e algumas vezes precedidos ou 

acompanhados pelo aumento do linfonodo satélite. Frequentemente, a lesão se 

transforma em uma úlcera com bordas elevadas, contorno regular e fundo com 

granulações, recoberta ou não por exsudato sero-purulento (ALMEIDA & SANTOS 

2010; GREVELINK & LENER, 1996; GOTO & LINDOSO, 2010; MOORE, 2011).  

 

Figura 5 – Aspecto inicial inespecífico da LC. 

 

_____________________ 

Adaptado de AMEEN, 2010. 

 

As formas clínicas principais são a leishmaniose cutânea localizada (LCL); 

leishmaniose cutânea difusa (LCD); e leishmaniose mucocutânea (LMC). Entretanto, 

são encontradas ainda a forma cutânea disseminada (LD) e recidiva cútis (GOTO & 

LINDOSO, 2010; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017; STEVERDING, 2017). 

 

A LCL, também conhecida como leishmaniose cutânea (LC), é a forma mais 

prevalente da doença, sendo comumente causada por espécies dermotrópicas de 

Leishmania. As lesões (Figura 6) normalmente aparecem em áreas expostas do 

corpo, variam em número e tendem à cura de forma espontânea, podendo, entretanto, 

deixar cicatrizes suaves. A LCL pode evoluir para outras formas, dependendo da 

relação de fatores parasito/hospedeiro, conforme descrito previamente (GOLENSER 

& DOMB, 2006; GOTO & LINDOSO, 2010). 
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Figura 6 – Lesões (A) papulonodular e (B) ulcerada da LCL. 

 

_____________________ 

Adaptado de: (A) AMEEN, 2010; (B) MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017. 

 

A LCD é uma variante rara e grave da LT, caracterizada pela presença de lesões 

disseminadas, nodulares e não-ulcerativas. Trata-se de condição apresentada por 

pacientes anérgicos, com deficiência específica na resposta imune celular a antígenos 

de Leishmania e que não respondem ou respondem mal aos tratamentos (GOTO & 

LINDOSO, 2010; GREVELINK& LENER, 1996; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017). 

 

A LMC é caracterizada por lesões localizadas nas mucosas das vias aéreas 

superiores, podendo causar a destruição, dentre outras, das cavidades oral, nasal e 

faríngea. Nessa forma, as lesões são potencialmente desfigurantes ao se estenderem 

para a face. A forma mais comum da LMC é secundária à lesão cutânea, e seu 

desenvolvimento pode ocorrer vários anos após a cicatrização da lesão inicial. 

Acredita-se que a LMC esteja associada às lesões cutâneas múltiplas ou grandes, 

persistentes por períodos maiores que um ano, e às curas espontâneas ou com 

tratamento inadequado (GOTO & LINDOSO, 2010; GREVELINK & LENER, 1996; 

MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017). 

 

As formas de recidivas caracterizam-se pelo desenvolvimento ou ativação de novas 

lesões no centro ou bordas de lesão já cicatrizada, apresentando resposta terapêutica 

inferior à da lesão primária. Bastante incomum, a forma cutânea disseminada, por sua 

vez, é caracterizada pelo aparecimento de múltiplas lesões papulares e acneiforme 

que acometem vários segmentos corporais, envolvendo com frequência a face. A 

disseminação das lesões ocorre, possivelmente, pela disseminação dos parasitos 
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pela corrente sanguínea ou linfática, podendo demorar alguns dias para se manifestar 

(GREVELINK& LENER, 1996; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017). 

 

Cabe ressaltar que os pacientes coinfectados com Leishmania e o vírus da 

imunodeficiência humana (HIV) apresentam lesões atípicas e de espectro variado, 

máculas, pápulas e úlceras, tanto nas áreas expostas, quanto em áreas não-expostas, 

como a genital. A evolução da doença nesses pacientes costuma ser acompanhada 

por falhas terapêuticas e recidivas, necessitando de antirretrovirais de alta atividade. 

Ademais, existem relatos de disseminação da doença cutânea com envolvimento de 

órgãos raramente acometidos em indivíduos imunocompetentes, em um processo 

conhecido como visceralização da LT (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2015 e 2017). 

 

2.1.4 Leishmaniose Visceral 

 

A LV é altamente endêmica na Índia e no leste da África, e estima-se que 50 mil a 90 

mil novos casos surgem ao redor do mundo por ano. Em 2015, a maioria dos novos 

casos reportados (mais de 90%) se concentrou em sete países: Brasil, Etiópia, Índia, 

Quênia, Somália, Sudão e Sudão do Sul. Programas no sudeste da Ásia têm 

conseguido diminuir o número de casos em três importantes países endêmicos: 

Bangladesh, Índia e Nepal. As espécies envolvidas na transmissão da LV e sua 

distribuição geográfica principal estão relacionadas na Tabela 1. No Brasil, a espécie 

de interesse é a Leishmania (Leishmania) chagasi, espécie semelhante à Leishmania 

(Leishmania) infantum, muitas vezes sendo descritas como uma só (OMS, 2017). A 

LV está distribuída em 21 estados, em todas as 5 regiões do país, sendo observada 

média anual de 3.454 casos e aumento da sua letalidade, de 3,2% no ano 2000 para 

7,1% em 2013 (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2015). 

 

Também chamada de “calazar” (“febre negra”), a LV é uma doença sistêmica causada 

pela disseminação do parasito Leishmania pelo sangue e sistema retículo endotelial. 

É fatal se não tratada em mais de 95% dos casos. O período de incubação é variável, 

geralmente durando de 2 a 6 meses, mas com manifestações aparecendo de 10 dias 

a até um ano após a exposição. Alguns sintomas comuns tanto no Novo quanto no 

Velho Mundo incluem febre, anorexia, perda de peso, distensão abdominal e fraqueza 

progressiva. A hiperpigmentação, que provavelmente originou o nome “calazar” 
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(“febre negra”), só foi descrita na Índia e, hoje, se tornou um sintoma incomum 

(CHAPPUIS et al., 2007; GREVELINK& LENER, 1996; PACE, 2014). 

 

A disseminação dos parasitos induz o acúmulo de células fagocitárias mononucleares 

nos órgãos invadidos e hiperplasia secundária das células reticulo endoteliais, 

manifestando-se na clínica principalmente como esplenomegalia e hepatomegalia. 

Linfonodos aumentados também podem ser observados em algumas regiões do 

mundo, principalmente no Sudão. A febre geralmente se associa a calafrios e pode 

ser intermitente. A fadiga e fraqueza são agravadas pela anemia, causada pelo estado 

inflamatório persistente, hiperplenismo (destruição periférica de eritrócitos no baço 

inchado) e, algumas vezes, por hemorragia. Com o avanço da doença, a 

esplenomegalia e hepatomegalia podem aumentar, provocando dor (CHAPPUIS et 

al., 2007; PACE, 2014). 

 

2.1.5 Tratamento das Leishmanioses 

 

As leishmanioses são doenças tratáveis e passíveis de cura, desde que o indivíduo 

seja imunocompetente, uma vez que os medicamentos não eliminam o parasito do 

organismo e a imunossupressão pode resultar em recidivas (OMS, 2017). O 

tratamento da doença depende de vários fatores, como espécie causadora, forma 

clínica, estado clínico do paciente, comorbidades existentes e localização geográfica 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017; MINODIER & PAROLA, 2007; OMS, 2017).  

 

Na LV, a falta de tratamento sistêmico pode resultar em morte. Já na LT, o objetivo do 

tratamento é acelerar a cura, reduzir o aparecimento de cicatrizes e prevenir a 

disseminação, as recidivas e a evolução para a forma mucocutânea, especialmente 

no caso da L. (V.) braziliensis (AMEEN, 2010; HEPBURN 2000; MURRAY, 2005). 

Para a LT, a abordagem pode ser local ou sistêmica, sendo a abordagem local 

indicada quando não há envolvimento de mucosas ou linfonodos e quando as lesões 

são responsivas ao tratamento local. Formulações contendo paromomicina, fármaco 

mais utilizado no tratamento tópico, são consideradas alternativas interessantes para 

a LC. Modalidades físicas, como crioterapia e aquecimento local por infravermelho, 

fazem parte dos tratamentos locais utilizados, porém a eficácia é bastante variável 

(AMEEN, 2010; PACE, 2014; PISCOPO & AZZOPARDI, 2006; TIUMAN et al., 2011). 
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Os antimoniais pentavalentes (Sb5+), desenvolvidos em 1945, são ainda hoje a 

primeira linha de tratamento das diversas formas de leishmanioses, na maior parte do 

mundo (TIUMAN et al., 2011). São disponibilizados no mercado nas formas de 

estibogluconato de sódio (Pentostan®) e antimoniato de N-metilglucamina 

(Glucantime®), sendo que no Brasil esta última é a única formulação disponível, 

distribuída gratuitamente pelo Ministério da Saúde (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014; 

THORNTON et al., 2010). 

 

Os protocolos terapêuticos do Ministério da Saúde (2017) recomendam a 

administração via intravenosa (IV) ou intramuscular (IM) de 20 mg Sb5+/kg/dia, por no 

mínimo 20 e no máximo 40 dias, para a LV. Para a LT é recomendada a aplicação IV 

ou IM de 20 mg Sb5+/kg/dia, durante 30 dias consecutivos para as formas difusa e 

mucocutânea, e doses de 10-20 mg Sb5+/kg/dia, durante 20 dias consecutivos para a 

forma localizada. Aplicações intralesionais de antimoniais pentavalentes também 

podem ser realizadas para a forma localizada, quando a lesão for única com até 3 cm 

no seu maior diâmetro.  

 

As taxas de cura relatadas para os antimoniais chegam a ser superiores a 90%, no 

entanto, sua eficácia varia com a região geográfica e espécie de Leishmania 

(MINODIER & PAROLA, 2007; PAVLI & MALTEZOU, 2010; PISCOPO & 

AZZOPARDI, 2006). Na Índia, o uso indiscriminado resultou no aparecimento de 

resistência, enquanto casos de falhas terapêuticas têm sido observados em várias 

outras partes do mundo, chegando a 16% no Brasil (GOTO & LINDOSO, 2010; 

MALTEZOU, 2009; MURRAY, 2000). Além disso, o tratamento é acompanhado por 

reações adversas frequentes, como pancreatite, artralgia, mialgia, dor abdominal e 

náuseas, e por reações severas relacionadas à cardio, nefro e hepatotoxicidade. A 

toxicidade é ainda maior em portadores do vírus HIV, idosos e gestantes, situação na 

qual a contraindicação é absoluta devido ao potencial abortivo dos antimoniais (GOTO 

& LINDOSO, 2010; MURRAY et al.,2005; SUNDAR & CHAKRAVARTY, 2013). 

 

Nos casos em que os antimoniais são contraindicados ou quando não há resposta 

satisfatória com o seu uso, agentes alternativos são empregados, como a anfotericina 

B, pentamidina, miltefosina e paromomicina (SANTOS et al., 2008; PAVLI & 

MALTEZOU, 2010). 
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2.2 Anfotericina B (AmB) 

 

A anfotericina B (Figura 7) é um antibiótico macrolídeo poliênico, de cor amarelo-

alaranjado, extraído de culturas de Streptomyces nodosus e isolado pela primeira vez 

em 1956 (GOLENSER & DOMB, 2006). Inicialmente utilizada para combater infecções 

fúngicas sistêmicas, também possui atividade antiparasitária e leishmanicida 

(CARNEIRO et al., 2012; CHATTOPADHYAY & JAFURULLA, 2011).   

 

Figura 7 – Fórmula estrutural da AmB 

 

_____________________ 

Adaptado de CARNEIRO, 2012. 

 

Composto anfifílico, a AmB possui características hidrofóbicas, devido à presença de 

cadeia rígida com sete duplas conjugadas carbono-carbono, e características 

hidrofílicas, decorrentes dos vários grupos hidroxila. A presença dos grupos ionizáveis 

amino e carboxílico lhe confere, ainda, propriedades anfotéricas (FOGLIA et al., 2014; 

GOLENSER & DOMB, 2006). Como consequência dessas características e da 

distribuição assimétrica entre as porções hidrofóbica e hidrofílica, o fármaco é 

insolúvel em solventes aquosos e na maioria dos solventes orgânicos. Sua 

solubilidade em água em pH fisiológico (6 a 7) é inferior a 1 mg/L, sendo solúvel em 

pH abaixo de 2 ou acima de 11; nessas condições de pH extremo, entretanto, a 

molécula não é estável (EGITO et al., 2002; LEMKE et al., 2005; TORRADO et al., 

2008). A AmB é praticamente insolúvel em etanol, muito levemente solúvel em 

metanol, levemente solúvel em dimetilformamida e solúvel em dimetilsulfóxido (THE 

EUROPEAN Pharmacopoeia, 2010). 
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O mecanismo de ação da AmB é mediado pela sua capacidade de interagir com os 

esteróis constituintes das membranas celulares: ergosterol, nas células fúngicas e de 

Leishmania, e colesterol, nas células dos mamíferos. A ligação ao ergosterol resulta 

na formação de poros nas membranas dos parasitos, o que leva ao extravasamento 

do conteúdo citoplasmático e, como consequência, morte celular do microrganismo. 

Grande parte dos efeitos tóxicos causados pelo fármaco, entretanto, provem da sua 

interação com o colesterol nas membranas do hospedeiro; a maior afinidade pelo 

ergosterol, em comparação ao colesterol, é o que permite seu uso clínico como 

antibiótico (GOLENSER & DOMB, 2006; LENIADO-LABORÍN & CABRALES-

VARGAS, 2009). 

 

Devido à sua natureza anfifílica, a AmB é capaz de se auto associar e formar 

agregados. A toxicidade observada na terapia é relacionada a esta capacidade, sendo 

que os vários estados de agregação (monômeros, oligômeros e agregados de 

oligômeros) podem interagir de diferentes maneiras com os esteróis das membranas. 

O efeito tóxico em membranas contendo ergosterol é normalmente associado à 

espécie monomérica, enquanto a forma agregada é a principal responsável pela 

toxicidade em células de mamíferos (BRAJTBURG & BOLARD, 1996; EGITO et al., 

2002; LEGRAND et al., 1992; TORRADO et al., 2008). 

 

Os diferentes estados de agregação podem coexistir numa mesma formulação, em 

diferentes proporções, dependendo de fatores como: temperatura a que foi exposta, 

modo de preparo, ação do surfactante e de outros excipientes, e, principalmente, 

concentração de AmB. Uma formulação ideal, no entanto, deveria possibilitar a 

permanência majoritária da AmB na forma monomérica (EGITO et al., 2002; JAIN et 

al., 2012; LEMKE et al., 2005; TORRADO et al., 2008). Isso não ocorre com a 

formulação convencional, uma vez que, ao se dissociar parcialmente do desoxicolato, 

a AmB “livre” forma uma mistura de monômeros e oligômeros solúveis em diferentes 

estados de agregação (BRAJTBURG & BOLARD, 1996).  

 

A baixa solubilidade, baixa permeabilidade intestinal e a instabilidade em meio ácido 

dificultam o desenvolvimento de formulação oral da AmB, ainda não disponível no 

mercado. A formulação parenteral convencional utiliza-se do sal biliar desoxicolato de 

sódio para promover a sua solubilidade em meio aquoso, através da formação de 



32 

 

complexos micelares. A forma comercial disponibilizada é conhecida como 

Fungizone® (Bristol-Meyers Squibb, EUA) e Anforicin B® (Cristália, Brasil), ambos de 

administração intravenosa (FILIPPIN & SOUZA, 2006; JAIN et al., 2012). Contudo, a 

formulação com desoxicolato de sódio (AmB-D) não é bem tolerada, estando 

associada a elevada incidência de reações adversas (SHADKAN et al., 1997). 

 

As reações adversas agudas, tais como febre, calafrios, tremores, náusea, vômitos, 

diarreia e cefaleia, são frequentes e normalmente relacionados à infusão. Outras 

alterações observadas incluem: hipotensão, hipertensão, arritmia cardíaca, disfunção 

renal, hipocalemia, hiponatremia, hipomagnesemia, diurese aumentada e efeitos 

tóxicos sobrea medula óssea. A disfunção renal é normalmente observada durante o 

tratamento, ainda que em grau variável e dose-dependente, e, em casos extremos, a 

nefrotoxicidade e hemólise severas exigem a interrupção do tratamento. Os efeitos 

graves, especialmente a nefro e cardiotoxicidade, e a administração intravenosa 

determinam que a terapia ocorra em ambiente hospitalar (CHAPPUIS et al., 2007; 

FILIPPIN & SOUZA, 2006; GOLENSER & DOMB, 2006; GONTIJO & CARVALHO, 

2003; JAIN et al., 2012). 

 

A AmB é considerada um dos fármacos mais potentes contra a leishmaniose, com 

taxas de curas de aproximadamente 100% para a LV (BERMAN, 2005; DAVIDSON, 

2005). É indicada como segunda linha de tratamento, especialmente nos casos de 

resistência ou pacientes não responsivos à terapia, e como fármaco de escolha para 

pacientes portadores do HIV (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2015 e 2017; YARDLEY & 

CROFT, 1997). Na forma de desoxicolato, o Ministério da Saúde recomenda para a 

LV a dose de 1 mg/kg/dia, em dias alternados, com dose total máxima de 3 gramas, 

e para a LT a dose de 0,5 a 1,0 mg/kg/dia, com dose total de 25 a 40 mg/kg, não 

excedendo a máxima diária de 50 mg (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014 e 2017). 

 

2.2.1 Sistemas Lipídicos contendo AmB 

 

O desenvolvimento de formulações lipídicas contendo AmB foi um grande avanço 

para a terapia da leishmaniose. De forma geral, as três preparações comercialmente 

disponíveis – AmB lipossomal (Ambisome®), complexo lipídico de AmB (Abelcet®, 

ABLC) e dispersão coloidal de AmB (Amphocil®, ABCD) – possuem eficácia similar à 
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formulação convencional com desoxicolato e são menos tóxicas (GOTO & LINDOSO, 

2010; TIUMAN et al., 2011; VYAS & GUPTA, 2006). 

 

A menor toxicidade dos sistemas lipídicos está relacionada à capacidade de 

interagirem com as moléculas de AmB, impedindo que o fármaco se dissocie do 

carreador lipídico ao ser diluído no sangue. O sistema funciona como um reservatório 

que possibilita a liberação lenta da AmB, na sua forma monomérica, o que modifica 

sua distribuição no organismo, reduzindo efeitos tóxicos, mas mantendo a atividade 

contra células parasitárias (ARAÚJO et al., 2005; IMAN et al., 2011; VYAS & GUPTA, 

2006). 

 

Ademais, devido à natureza coloidal dos sistemas lipídicos, eles são rapidamente 

removidos da circulação por células do sistema fagocitário mononuclear (SFM), o que 

também modifica a biodisponibilidade e distribuição da AmB, reduzindo a toxicidade 

associada ao fármaco. Essa remoção funciona, ainda, como um direcionamento 

passivo ao alvo, uma vez que os parasitos invadem o SFM. Dessa forma, consegue-

se atingir tanto parasitos intracelulares, pela captação do sistema lipídico por 

macrófagos e monócitos, quanto parasitos extracelulares, pela dissociação lenta da 

AmB antes da fagocitose (TORRADO et al., 2008; VYAS & GUPTA, 2006). 

 

Dentre as formulações lipídicas, o Ambisome® apresenta a maior eficácia e toxicidade 

significativamente menor, relacionadas, dentre outros fatores, à capacidade do 

lipossoma interagir fortemente com as moléculas de AmB, ao ancorá-las na bicamada 

lipídica, e à sua remoção da corrente sanguínea pelo SFM, sendo transportado aos 

vacúolos parasitóforos (IMAN et al., 2011; MOHAMED-AHMED et al., 2012; 

PAPAHADJOPOULOS, 1996; VYAS & GUPTA, 2006; YARDLEY & CROFT, 1997). 

 

Recentemente, o Ministério da Saúde oficializou a utilização da forma lipossomal da 

AmB no tratamento da LT. A nova recomendação inclui o medicamento como primeira 

escolha na LCL, LD, LMC e em portadores de HIV nas seguintes situações: pacientes 

com idade a partir de 50 anos; com insuficiência renal, cardíaca ou hepática de 

qualquer idade; transplantados renais, cardíacos ou hepáticos; gestantes de qualquer 

idade. É, também, indicado como segunda escolha no tratamento da LCD. Os 

protocolos terapêuticos recomendam a administração de 2 a 5 mg/kg/dia, sem limite 
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de dose máxima diária, até a dose total de 25 a 40 mg/kg (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2017). Para a leishmaniose visceral, a forma lipossomal é indicada nas doses de 1,0 

a 1,5 mg/kg/dia, durante 21 dias, ou 3,0 mg/kg/dia durante 10 dias, em pacientes 

graves que desenvolveram insuficiência renal ou toxicidade cardíaca durante o uso 

do Antimoniato de N-metilglucamina e de outras drogas de escolha, não obtendo 

melhora ou cura clínica (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014).  

 

Essa ampliação do uso do medicamento e um aumento na quantidade da AmB 

lipossomal adquirida pelo Ministério da Saúde ocorreram, em parte, graças ao acordo 

firmado entre OMS e o laboratório produtor da forma lipossomal para a redução do 

custo unitário deste medicamento para países em desenvolvimento. Entretanto, não 

se sabe até quando esse acordo entre OMS e a indústria detentora do registro poderá 

ser mantido (ALVAR et al., 2008; MOHAMED-AHMED et al., 2012; SUNDAR et al., 

2008; TIUMAN et al., 2011; VANLERBERGH et al., 2007). Dessa forma, o 

desenvolvimento de sistemas carreadores de AmB efetivos, menos tóxicos e mais 

viáveis economicamente ainda se faz necessário. 

 

2.2.1.1 Avaliação de eficácia e toxicidade da AmB em formulações lipídicas 

 

Diversos estudos pré-clínicos têm sido realizados com o objetivo de comparar o 

Fungizone® com as formulações lipídicas contendo AmB, notadamente a lipossomal 

(Ambisome®). Entretanto, observa-se que poucos trabalhos utilizam modelos de LT, 

enquanto a grande maioria é executada em modelos de LV, especialmente em 

animais infectados com a L. (L.) donovani. 

 

Gangneux e colaboradores (1996) compararam a eficácia e tolerância do Fungizone® 

com Ambisome® em camundongos BALB/c infectados com L. (L.) infantum. O 

Ambisome® foi mais eficaz que o Fungizone® na redução da carga parasitária no baço, 

fígado e pulmão, quando ambos foram administrados na dose de 0,8 mg/kg/dia. As 

doses de 5 mg/kg/dia e 50 mg/kg/dia do Ambisome® foram bem toleradas pelos 

animais e erradicaram completamente os parasitos nos três órgãos (GANGNEUX, 

1996a). Em um segundo estudo, a eficácia e tolerância do Fungizone® e Ambisome® 

foram novamente avaliadas. O Ambisome® foi bem tolerado e permitiu o tratamento 

com doses maiores (12 mg/kg) em comparação com a mistura AmB + Intralipid® (1,2 
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mg/kg) e Fungizone® (0,8 mg/kg). Além disso, após tratamento com essas doses, o 

Ambisome® erradicou completamente os parasitos nos tecidos avaliados 

(GANGNEUX, 1996b). 

 

Outro estudo comparou a atividade leishmanicida de quatro formulações comerciais 

(Fungizone®, Ambisome®, Abelcet® e Amphocil®) em camundongos BALB/c infectados 

com L. (L.) donovani, tratados com 2,5 mg/kg por cinco dias, via endovenosa. Com 

exceção do Abelcet®, que se mostrou inativo na análise da medula óssea, todas as 

formulações levaram à supressão significativa da carga parasitária no baço, fígado e 

medula óssea, quando comparadas ao grupo controle. A eficácia das formulações foi 

classificada como: Amphocil® = Ambisome®
 > Abelcet®. Fungizone®

 foi omitido em 

decorrência de toxicidade nas doses usadas nesse modelo de doses múltiplas 

(MULLEN et al., 1997). 

 

Yardley e Croft (2000) avaliaram a eficácia, através da determinação da dose média 

efetiva (DME50), e a toxicidade, através da dose máxima tolerada (DMT), de 

formulações comercialmente disponíveis contendo AmB, utilizando como modelo 

camundongos BALB/c infectados com L. (L.) donovani. Os resultados mostraram que 

a DME50 foi de 0,21 mg/Kg para o Fungizone® e 0,73 mg/kg para o Ambisome®. Já a 

DMT foi de 1 mg/Kg para o Fungizone®, enquanto para a formulação lipídica dose 

maior foi tolerada, 25 mg/kg.  

 

A eficácia de diferentes formulações de AmB em camundongos BALB/c infectados 

com L. (L.) major, espécie causadora de LT, foi investigada (YARDLEY & CROFT, 

1997). Os animais foram tratados, em seis dias alternados, com Fungizone® 1 mg/kg 

por via endovenosa e Ambisome® 25 mg/kg, por via subcutânea ou endovenosa. O 

Ambisome® por via endovenosa foi o único que mostrou atividade em comparação ao 

controle, com redução significante das lesões. Em um segundo experimento, o 

Ambisome® foi administrado por via endovenosa em diferentes doses (6,25; 12,5; 25 

e 50 mg/kg) e os resultados mostraram um efeito dose-resposta, sendo que, na dose 

mais alta (50 mg/kg), quatro dos cinco animais apresentaram cicatrização completa 

das lesões (YARDLEY & CROFT, 1997).  
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Estudos clínicos têm sido conduzidos para avaliar a eficácia e a segurança das 

diferentes formulações de AmB disponíveis comercialmente, para o tratamento da 

leishmaniose. Tem-se verificado redução considerável na incidência de efeitos 

adversos para pacientes tratados com a formulação lipossomal quando comparados 

com aqueles tratados com a formulação convencional. Novamente, pode-se observar 

uma maior quantidade de ensaios clínicos para avaliação da eficácia em pacientes 

portadores de LV, enquanto para a LT menos estudos são encontrados e, 

normalmente, envolvem um menor número de pacientes, ou são realizados como 

relatos de casos.  

 

Berman e colaboradores (1998) realizaram um ensaio clínico aberto fase II, em três 

países, para avaliação da eficácia e segurança do Ambisome®, em diferentes doses 

totais (dose diária de 2 mg/kg/dia), no tratamento de pacientes portadores de LV. Para 

a obtenção de taxas elevadas de cura (100%) foram necessárias as doses totais de 6 

mg/kg e 14 mg/Kg, na Índia e no Quênia, respectivamente. No Brasil, foi necessário 

esquema com dose total de 20 mg/kg para atingir uma taxa de cura de 87%. Em 

relação à toxicidade, os pacientes da Índia e do Quênia relataram poucos efeitos 

adversos, normalmente febre e calafrios associados à infusão. No Brasil, além da 

maior incidência desses efeitos adversos, alguns pacientes exibiram dificuldade 

respiratória e/ou arritmia cardíaca associadas à infusão. 

 

Recentemente, no Brasil, Romero e colaboradores (2017), conduziram um estudo 

clínico multicêntrico, aberto e randomizado com o intuito de avaliar a segurança e a 

eficácia dos tratamentos recomendados para LV. Observou-se eficácia equivalente do 

Ambisome® (3 mg/kg/dia por 7 dias) em comparação com o tratamento com 

Glucantime® (20 mg Sb5+/kg/ dia por 20 dias). O grupo do Anforicin B® (1 mg/kg/dia 

por 14 dias) foi descontinuado devido à observação de grande número de reações 

adversas, incluindo reações graves. O Ambisome® como monoterapia se mostrou 

mais seguro que o Glucantime®, tanto em relação à frequência de reações adversas 

relacionadas ao tratamento, quanto à proporção de pacientes que apresentaram ao 

menos uma reação grave e à proporção de reações que resultaram em interrupção 

definitiva do tratamento (ROMERO et al., 2017). 
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Solomons e colaboradores (2007) avaliaram a eficácia da AmB lipossomal em um 

grupo de sete pacientes ambulatoriais com LT causada por L. (V.) braziliensis. Foi 

administrada dose de 3 mg/kg/dia por via endovenosa, durante cinco dias 

consecutivos, com uma sexta dose sendo administrada no décimo dia de tratamento. 

Todos os pacientes foram considerados curados dentro de 1 mês, com completa 

reepitelização das lesões e sem o aparecimento de recidiva durante o 

acompanhamento de 12 meses. Em um segundo estudo, os autores utilizaram o 

mesmo protocolo de tratamento em um grupo de treze pacientes ambulatoriais 

infectados com L. (L.) tropica. Onze dos treze pacientes alcançaram a cura clínica 

dentro de 2 meses, com completa reepitelização das lesões e sem recidivas durante 

os 11 meses de acompanhamento. Para os outros dois pacientes o tratamento foi 

considerado ineficaz, com o aparecimento de recidiva ou cura parcial. Cabe 

mencionar que seis pacientes haviam sido tratados anteriormente, sem sucesso, com 

o estibogluconato de sódio intralesional e quatro com paromomicina tópica 

(SOLOMONS et al., 2011). 

 

Outros estudos avaliaram a segurança das formulações de AmB em pacientes 

apresentando redução do número de neutrófilos. Efeitos adversos graves 

relacionados ao fármaco foram observados em maior extensão nos pacientes tratados 

com a formulação convencional em comparação àqueles tratados com a formulação 

lipossomal. Ademais, a incidência de efeitos adversos foi menor para o Ambisome® 

quando comparado ao Fungizone® ou Abelcet® (PRENTICE et al., 1997; WINGARD 

et al., 2000). 

 

Conforme pode ser observado, os resultados encontrados nos diversos estudos são 

variáveis e não é definida de forma absoluta a superioridade clínica de qualquer um 

dos tratamentos. Entretanto, é bem estabelecido que os sistemas lipídicos 

apresentam vantagens em relação à forma convencional da AmB com desoxicolato. 

O direcionamento passivo das formulações lipídicas resulta em maiores 

concentrações nos órgãos do SFM, alvos da infecção, e menores concentrações nos 

rins, reduzindo notadamente a nefrotoxicidade. Adicionalmente, doses maiores 

podem ser administradas por meio de formulações lipídicas sem aumento da 

toxicidade, o que constitui estratégia interessante na busca de esquemas terapêuticos 
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mais eficazes (DUPONT, 2002; MOHAMED-AHMED et al., 2012; TORRADO et al., 

2008; VYAS & GUPTA, 2006). 

 

2.2.2 Nanoemulsão (NE) 

 

Nanoemulsões (NE) são sistemas heterogêneos contendo dois líquidos imiscíveis, no 

qual um está disperso no outro na forma de glóbulos, sendo esta dispersão 

estabilizada por agentes emulsionantes ou tensoativos. Podem ser classificadas em: 

óleo em água (O/A), quando a fase dispersa é a oleosa e a fase externa ou dispersante 

é aquosa, (Figura 8) ou em água em óleo (A/O), quando o contrário acontece (GANTA 

et al., 2014; TAMILVANAN, 2009). O tamanho dos glóbulos varia de 50 a 1000 nm, 

geralmente se encontrando entre 100 e 500 nm para administração endovenosa. 

Partículas muito maiores (5 µm) são clinicamente inaceitáveis, uma vez podem 

ocasionar embolismo (BENITA & LEVI, 1993; BHOSALE et al., 2014; TAMILVANAN, 

2009). 

 

Figura 8 – Representação esquemática de NE O/A, estabilizada por meio de fosfolípides na 

interface, contendo moléculas do fármaco (pontos vermelhos). 

 

_____________________ 

Adaptado de HORMANN, 2015. 

 

As NE vêm sendo utilizadas como sistemas de carreamento devido à sua 

biocompatibilidade, capacidade de solubilizar grande quantidade de compostos 

hidrofóbicos, protegê-los de hidrólise e de degradação e diminuir a toxicidade 

associada aos fármacos (ARAÚJO et al., 2011; BENITA & LEVI, 1993; MÜLLER et al., 
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2004; SANTOS et al., 2017). Assim, constituem opção menos onerosa ao uso do 

Ambisome®, uma vez que são facilmente escalonáveis para a produção em larga 

escala, possuem menor custo e técnica de preparo mais simples (GANTA et al., 2014; 

RODRÍGUEZ-GASCÓN et al., 2014; SANTOS et al., 2017). 

 

Alguns autores sugerem a mistura do Fungizone® a emulsões lipídicas nutricionais de 

uso parenteral (Lipofundin® e Intralipid®) para redução dos efeitos tóxicos da AmB, 

como alternativa de baixo custo às formulações lipídicas comercialmente disponíveis 

(ARAUJO, et al., 2005; EGITO et al., 2002; SHADKHAN et al., 1997). Entretanto, 

outros estudos relatam separação de fases do sistema, com a formação de 

precipitados de AmB e aumento do tamanho de partícula (RANCHÈRE, et al., 1996; 

WALKER et al., 1998). Apesar das desvantagens da técnica de incorporação do 

fármaco no sistema, foi demonstrado o potencial do uso das emulsões, uma vez que 

o procedimento proposto resultou em diminuição de toxicidade. 

 

Mais um exemplo de utilização de mistura da AmB na forma de desoxicolato com 

emulsões lipídicas comerciais de uso parenteral foi o desenvolvimento da emulsão 

ABLE, na Índia. Em um estudo multicêntrico, aberto e randomizado, com 500 

pacientes portadores de LV, ABLE foi comparado à formulação lipossomal utilizando 

regime de dose única, 15 mg/kg. A melhora clínica foi comparável nos dois grupos, 

assim como a ocorrência de reações adversas relacionadas ao tratamento. Nenhum 

paciente apresentou sinais e sintomas de nefrotoxicidade e hepatotoxicidade. 

Entretanto, a porcentagem de pacientes sem sinais e sintomas clínicos de recaída, 

em seis meses de acompanhamento, foi de 85,9% para ABLE e 98,4% para a 

formulação lipossomal (SUNDAR et al., 2014). 

 

Outros estudos abordam a utilização de emulsões como veículo da AmB e apontam 

para sua eficácia e segurança. Egito e colaboradores (1996b) testaram a toxicidade e 

atividade in vitro e in vivo de emulsões contendo AmB, comparadas às do Fungizone®. 

A emulsão se mostrou menos tóxica para as hemácias humanas e igualmente ativa 

contra Candida albicans in vitro. Os experimentos in vivo com camundongos OF1 

também mostraram toxicidade aguda menor para as emulsões (DL50 7,24 mg/Kg e 

3,46 mg/kg para a emulsão e Fungizone®, respectivamente). Quanto à atividade, 

adotou-se o modelo murino para candidíase, com camundongos BALB/c, e, para 
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doses iguais de 0,8 mg/Kg, observou-se eficácia equivalente das duas formulações; 

já na avaliação de atividade na dose máxima tolerada (2 mg/kg e 1 mg/kg para a 

emulsão e Fungizone®, respectivamente), a emulsão se mostrou mais eficaz em 

prolongar o tempo de sobrevida dos animais infectados. 

 

O processo de incorporação da AmB na emulsão proposta por Egito e colaboradores 

(1996b) foi por meio da sua solubilização em metanol, com posterior aquecimento do 

sistema para evaporação do solvente. A estratégia de uso de solventes orgânicos na 

incorporação do fármaco ao carreador é descrita por vários autores (BOUCHEMAL et 

al., 2004; DAROLE et al., 2008; FILIPPIN & SOUZA, 2008), entretanto, deve ser 

evitada, pois pode acarretar problemas toxicológicos e ambientais. 

 

Lance e colaboradores (1995) desenvolveram método de incorporação da AmB em 

emulsões lipídicas que não envolve o uso de solventes. Baseado no perfil pH-

solubilidade, o procedimento proposto utiliza-se de solução alcalina para a 

solubilização do fármaco que, então, é adicionada à emulsão lipídica, proporcionando 

a incorporação da AmB ao sistema, provavelmente na sua interface. Em seguida, o 

pH da formulação é ajustado para a faixa de interesse. 

 

Dessa forma, NE contendo AmB, para administração tópica, foi desenvolvida 

utilizando-se da estratégia de incorporação baseada no perfil pH-solubilidade, 

previamente descrita por Lance e colaboradores (1995). A formulação não foi capaz 

de aumentar a penetração de AmB, mas apresentou elevado teor de encapsulação 

(95 ± 1%), e se manteve consideravelmente estável por 90 dias. Essa estabilidade foi 

atribuída à presença de estearilamina que favorece a formação de par-iônico com a 

AmB (SANTOS et al.,2012). 

 

Caldeira e colaboradores (2015) modificaram a NE proposta por Santos e 

colaboradores (2012) para administração endovenosa, adicionando colesterol como 

co-surfactante, e avaliaram a influência da estearilamina. O teor de encapsulação de 

AmB obtida foi alto (aproximadamente 100%) e as formulações se mostraram estáveis 

por 180 dias, independente da presença da estearilamina. A caracterização por 

dicroísmo circular e espectro no ultravioleta mostrou ausência de sinal de AmB 

agregada, a forma mais tóxica para as células hospedeiras, tanto na NE contendo 
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estearilamina quanto naquela sem o lipídeo catiônico. Já o estudo de atividade in vitro 

contra a forma amastigota de L. amazonenses indicou atividade leishmanicida por 

parte da estearilamina, que pode agir sinergicamente com AmB. Por outro lado, a 

citotoxicidade em macrófagos J774 aumentou consideravelmente na presença de 

estearilamina, sendo que a NE sem este lípide não se mostrou citotóxica. Todavia, a 

formulação convencional com desoxicolato (Anforicin®) se mostrou ainda mais tóxica 

do que a NE contendo estearilamina 0,1%. 

 

Mais recentemente, Santos e colaboradores (2017) relataram otimização do tamanho 

de partícula dessa NE por meio do ajuste da concentração do tensoativo e pelo 

aumento gradual da aplicação de pressão durante o preparo da NE-branco em 

homogeneizador de alta pressão. A toxicidade hemolítica in vitro foi significativamente 

menor para a NE em comparação com o Anforicin® (7,9 ± 1,5% e 99,7 ± 1,2%, 

respectivamente). A eficácia da NE-AmB no tratamento da leishmaniose foi avaliada 

em camundongos BALB/c infectados com L.(L.) infantum chagasi. A NE se mostrou 

tão eficaz quanto o Anforicin® na concentração de 1 mg/kg, sendo também tolerada a 

2 mg/kg, já o Anforicin® não pode ser administrado nessa concentração devido à alta 

toxicidade.  

 

Diante do exposto, NE carregadas com AmB constituem uma alternativa atraente para 

o tratamento das leishmanioses. Pode ser observada na literatura uma maior 

quantidade de estudos que avaliam a eficácia de formulações lipídicas em modelos 

de LV e poucos estudos para LT. Dessa forma, o objetivo do presente trabalho se 

insere nesse contexto, com a proposta de estender os estudos de estabilidade 

descritos por Santos e colaboradores (2017) e avaliar sua eficácia em modelo animal 

de LT. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Caracterizar, avaliar a estabilidade e a eficácia de NE contendo AmB em animais 

experimentalmente infectados com L. (L.) major, tendo como perspectiva o tratamento 

da leishmaniose por administração endovenosa. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

• Otimizar método analítico para doseamento de AmB por cromatografia a líquido 

de alta eficiência (CLAE) proposto por Chang e colaboradores (2011). 

• Validar método analítico para doseamento de AmB por cromatografia a líquido de 

alta eficiência (CLAE). 

• Avaliar a influência do colesterol nas características físico-químicas das NE, por 

meio da determinação do teor total, teor de encapsulação (TE), diâmetro de 

partícula, potencial zeta, estado de agregação da AmB e avaliação visual das NE-

AmB. 

• Avaliar a estabilidade da NE-AmB, por meio da determinação do teor total, teor de 

encapsulação (TE), diâmetro de partícula, potencial zeta, estado de agregação da 

AmB e potencial hemolítico. 

• Avaliar a eficácia da NE-AmB, administrada por via endovenosa, no tratamento 

de animais experimentalmente infectados com L. (L.) major, por meio da 

determinação da carga parasitária (baço e lesão) e do acompanhamento do 

tamanho das lesões durante o tratamento. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Materiais 

 

A Anfotericina B (AmB) e o Anforicin® foram gentilmente fornecidos pela Cristália 

Produtos Químicos Farmacêuticos Ltda. (São Paulo, Brasil). O triglicéride de cadeia 

média, (Lipoid MCT), foi obtido da Lipoid GMbH (Ludiwigshafen, Alemanha). O 

Monoleato de sorbitano etoxilado (TweenTM 80) foi gentilmente cedido pela Croda 

(Pensilvânia, EUA). O Hidróxido de sódio (NaOH), ácido clorídrico (HCl), colesterol, 

dimetilsulfóxido (DMSO), hidroxibutiltolueno (BHT) e o sal dissódico de ácido 

etilenodiamino tetra-acético diihidratado (EDTA) foram obtidos da Sigma-Aldrich 

(Missouri, EUA). O glicerol foi obtido da Casa da Química Indústria e Comércio Ltda. 

(São Paulo, Brasil). A água ultrapura foi obtida de um Sistema de Água Milli-Q®. 

Tetrahidrofurano (THF), acetonitrila e metanol, grau CLAE, foram obtidos da Tedia 

(Ohio, EUA), Merck KGaA (Darmstadt, Alemanha) e J. T. Baker (EUA), 

respectivamente. A água ultrapura foi obtida de um Sistema de Água Milli-Q®. 

 

O sangue de coelho citratado foi gentilmente fornecido pela Fundação Oswaldo Cruz 

(Fiocruz). Os camundongos BALB/c (Mus musculus) fêmeas foram adquiridos com 

cerca de 4 a 5 semanas do Centro de Bioterismo do Instituto de Ciências Biológicas 

da Universidade Federal de Minas Gerais. A L. (L.) major (MHOM/IL/80 Friedlin) foi 

gentilmente cedida pelo Instituto René Rachou - Fiocruz Minas, juntamente com os 

hamsteres da linhagem Dourado (Mesocricetus auratus). O meio Schineider’s, Soro 

fetal bovino e a solução dos antibióticos penicilina-estreptomicina foram obtidos 

Sigma-Aldrich (Missouri, EUA). O estudo em modelo animal foi aprovado pelo Comitê 

de Ética no Uso de Animais (CEUA/UFMG) sob protocolo n° 346/2016. 

 

4.2 Métodos 

 

4.2.1 Preparo da nanoemulsão 

 

A composição da NE e seu preparo (Figura 9) foram de acordo com o proposto por 

Santos e colaboradores (2017). A fase oleosa (FO) foi composta por TCM (5,0%; 

triglicéride de cadeia média), Tween 80 (1,5 % surfactante hidrofílico), colesterol (0,5 
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%), e BHT (0,01 %; antioxidante). Já a fase aquosa (FA) foi composta por glicerol 

(2,25%; isotonizante) e água ultrapura. A NE branco foi preparada por método de 

emulsificação de alta energia, utilizando o agitador Ultra Turrax T-25 (Ika 

Labortechnik, Staufen, Alemanha) e o Homogeneizador de Alta Pressão (HAP) AV-

1000 (Invensys, Dinamarca). As FO e FA foram pesadas separadamente e aquecidas, 

paralelamente, a 75 °C. Após completa fusão dos lípides, mantendo-se a temperatura 

de 75 °C, a FA foi lentamente vertida sobre a FO, sob agitação de 8.000 rotações por 

minuto (rpm), no agitador Ultra Turrax T-25 por dois minutos. Em seguida, a emulsão 

foi submetida ao homogeneizador de alta pressão por 3 ciclos a 400 bar, 3 ciclos a 

600 bar e 3 ciclos a 800 bar. Findo os nove ciclos, a NE foi recirculada no HAP por 10 

minutos, a 0 (zero) bar, para resfriamento à temperatura ambiente. 

 

Figura 9 – Ilustração do preparo da NE. 

 

 

 

 

_____________________ 

Adaptado de HU et al., 2016. 

 

Uma vez resfriada à temperatura ambiente, a AmB foi incorporada à NE branco na 

concentração de 2 mg/ mL, em lotes de 20 mL. Nesse sentido, 1 mL de NaOH 0,2 

mol/L foi adicionado sobre o pó da AmB (40 mg), para sua dissolução. O sistema foi 

mantido sobre agitação magnética até solubilização quase completa da AmB. Em 

seguida, 17 mL da NE branco foram adicionados e a agitação mantida por 2 minutos. 

Ao final deste tempo, a AmB foi completamente solubilizada. Adicionou-se, então, 

quantidade previamente padronizada de HCl 0,2 mol/L para acerto do pH próximo à 

faixa desejada (7,0 a 7,5). O ajuste fino foi feito com solução de NaOH 0,2 mol/L ou 

Fase Aquosa a 75 °C 

Fase Oleosa a 75 °C Emulsão O/A 

Agitação vigorosa 

no Utraturrax                     

(2 min, 8000 rpm) 

HAP 3 ciclos de 400 bar, 

3 ciclos de 600 bar e       

3 ciclos de 800 bar 

Nanoemulsão 

Resfriamento 

por recirculação 

no HAP por 10 

min a zero bar. 
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HCl 0,2 mol/L, sendo o pH determinado em potenciômetro. O volume da NE foi 

completado com água ultrapura para 20 mL (q.s.p 100%).  

 

Para o estudo da influência do colesterol (item 4.2.5), a NE foi preparada utilizando-

se o aparelho de homogeneização do tipo ultrassom com sonda de alta potência de 

500 W (Cole Parmer, Vernon Hills, EUA). Da forma similar, após o aquecimento das 

fases FA e FO a 75 °C e agitação no Ultra Turrax T-25 por dois minutos, a emulsão 

resultante foi submetida ao ultrassom com sonda de alta potência (21% de amplitude), 

por 10 minutos. Em seguida, a NE foi deixada em repouso até que atingisse a 

temperatura ambiente e o fármaco foi incorporado. 

 

4.2.2 Caracterização das nanoemulsões 

 

4.2.2.1 Determinação do diâmetro, índice de polidispersão e potencial Zeta das 

partículas 

 

A análise do diâmetro e do índice de polidispersão (IP) das partículas foi realizada 

por espalhamento dinâmico da luz (DLS) a um ângulo fixo de 90º e temperatura de 

25º C. O potencial zeta foi avaliado por DLS associado à mobilidade eletroforética, a 

um ângulo de 90°. As medidas foram efetuadas utilizando-se de um Zetasizer ZS90 

(Malvern Instruments, Malvern, Reino Unido). As formulações foram diluídas a uma 

proporção de 1:100 em água ultrapura. 

 

4.2.2.2 Determinação do teor de encapsulação de AmB 

 

O teor de AmB na NE foi avaliado utilizando-se o método de CLAE validado (ver item 

4.2.4). Para sua determinação compararam-se as áreas sob o pico de absorção de 

AmB obtidas a partir de solução padrão de AmB e de solução de NE-AmB, na mesma 

concentração teórica de 1,4 µg/mL. As amostras foram preparadas conforme descrito 

nos itens 4.2.4.1, 4.2.4.3 e 4.2.4.6, em triplicata. 

 

O teor total foi calculado pela fórmula seguinte: 
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Teor (%) = Área do pico de AmB a partir de solução de NE-AmB não filtrada X 100 

Área do pico de AmB a partir de solução padrão de AmB 

 

Da mesma forma, o teor de encapsulação (TE) da AmB na NE foi determinado pelo 

método de CLAE, comparando-se as áreas sob o pico de absorção de AmB obtidas a 

partir de solução de NE-AmB filtrada e de solução de NE-AmB não filtrada, na mesma 

concentração teórica de 1,4 µg/mL, conforme fórmula abaixo:  

 

TE (%) =      Área do pico de AmB a partir de solução de NE-AmB filtrada       X  100 

      Área do pico de AmB a partir de solução de NE-AmB não filtrada 

 

As NE-AmB foram filtradas em membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF) não 

estéril com 0,45 μm de diâmetro de poro (Millipore®, EUA), para remoção da AmB 

insolúvel não incorporada à NE. O procedimento foi realizado em triplicata. 

 

Para se determinar o teor total e o teor de encapsulação no experimento de influência 

do colesterol na formulação (item 4.2.5) foi utilizado o espectrofotômetro de absorção 

no UV-VIS Thermo Scientific Modelo Evolution 2000 (Massachusetts, EUA), conforme 

método de doseamento por espectrofotometria no U.V-visível proposto por Santos e 

colaboradores (2012). As leituras foram feitas a 405 nm. 

 

A solução padrão de AmB foi preparada pesando-se 25 mg de AmB em balão 

volumétrico de 25 mL e dissolvendo-se o pó do fármaco em 2,5 mL de DMSO, em 

banho de ultrassom por 1 minuto. Em seguida, completou-se o volume do balão com 

metanol e homogeneizou-se (1 mg/mL). Com o auxílio de pipetas volumétricas, 

diluições sequenciais foram realizadas até as concentrações de interesse, utilizando-

se metanol como diluente. 

 

Para o preparo da solução amostra de NE-AmB, foram transferidos 70 µL da NE 

carregada com AmB 0,2% p/v para balão volumétrico de 10 mL. Adicionou-se 1 mL 

de DMSO, o volume foi completado com THF e homogeneizado, obtendo-se 

concentração de 14 µg/mL. Em seguida, 2 mL foram transferidos para balão de 10 

mL, completou-se o volume do balão com metanol e homogeneizou-se. O mesmo 

procedimento de diluição foi realizado para a NE Branco, NE-AmB não filtrada e NE-
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AmB filtrada. As concentrações das amostras foram calculadas a partir das 

absorvâncias obtidas e os teores foram calculados conforme fórmulas previamente 

expostas, substituindo-se, entretanto, a área do pico pela concentração da amostra. 

 

4.2.2.3 Avaliação do estado de agregação 

 

Para avaliação do estado de agregação da AmB na formulação foram utilizadas as 

técnicas espectroscopia UV-Visível e espectro de dicroísmo circular (JAIN & KUMAR, 

2010).  

 

Para o preparo da solução aquosa, 5,0 mg de AmB foram pesados em balão de 10 

mL e dissolvidos em 1 mL de DMSO em banho de ultrassom por 1 minuto. O volume 

do balão foi aferido com água ultrapura e 100 µL foram transferidos para outro balão 

de 10 mL, novamente completando-se o volume com água ultrapura. A NE e o 

Anforicin B® também foram diluídos em água ultrapura até a concentração de 5,0 µg/ 

mL. O mesmo procedimento de diluição foi realizado para a NE Branco. 

 

As análises forem realizadas em cubetas de quartzo com caminho óptico de 1,0 cm, 

no equipamento Espectropolarímetro ChirascanTM, à temperatura de 25° C. Antes da 

obtenção dos espectros das amostras de interesse, o equipamento foi zerado com o 

diluente (água ultrapura) e foi realizada a análise da NE branco para descontar, dos 

espectros das NE carregadas com AmB, os valores de absorvância e sinal de 

dicroísmo circular dos componentes da formulação. Foram feitas três varreduras de 

cada amostra entre os comprimentos de onda de 250 e 450 nm, em atmosfera de 

nitrogênio, para obtenção dos espectros.  

 

4.2.3 Otimização do método analítico 

 

O método de análise, utilizado neste estudo, para a determinação quantitativa de AmB 

por CLAE foi uma modificação do trabalho de Chang e colaboradores (2011). De forma 

preliminar e com o objetivo de reduzir o tempo de análise, foram testadas fases móveis 

com diferentes proporções da mistura de solventes orgânicos (SO) – 

Metanol/Acetonitrila/Tetraidrofurano (41/18/10) – e da solução de EDTA. Os 

resultados foram analisados em relação ao tempo de retenção da AmB e pureza do 
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pico. As modificações propostas em relação ao método descrito por Chang e 

colaboradores (2011) estão expressas na Tabela 2. 

 

Após otimização do método, a validação foi realizada de acordo com as 

recomendações da Resolução RE nº 899/2003 (BRASIL, 2003). 

 

Tabela 2 – Modificações propostas para otimização das condições cromatográficas do 

método analítico para o doseamento de AmB por CLAE. 

Parâmetro  Chang et al. (2011)  Modificações 
propostas 

Temperatura 30 °C 25 °C 

Fase móvel 
(SO:EDTA) 

55:45 
65:35 

70:30 
SO = solvente orgânico; EDTA = ácido etilenodiamino tetra-acético 

 

4.2.4 Validação do método analítico 

 

4.2.4.1 Preparo das soluções estoque do padrão de AmB e de NE-AmB 

 

A solução padrão estoque de AmB (20 µg/mL) foi preparada pesando-se 50 mg de 

AmB em balão volumétrico de 50 mL e dissolvendo-se o fármaco em 5 mL de DMSO, 

em banho de ultrassom por 1 minuto. Em seguida, completou-se o volume do balão 

com metanol e homogeneizou-se (1 mg/mL). Com o auxílio de uma pipeta 

transferiram-se 2 mL desta solução para balão volumétrico de 100 mL, completou-se 

o volume com metanol e homogeneizou-se, obtendo-se concentração de 20 µg/mL. 

As diluições subsequentes para as concentrações desejadas foram realizadas com 

fase móvel. 

 

Para o preparo da solução estoque da amostra de NE contendo AmB (NE-AmB) (20 

µg/mL), foi transferido 1,0 mL da NE carregada com AmB 0,2% p/v para balão 

volumétrico de 100 mL. Adicionaram-se 10 mL de DMSO e o volume foi completado 

com THF e homogeneizado, obtendo-se concentração de 20 µg/mL. O mesmo 

procedimento de diluição foi realizado para a NE Branco. Utilizou-se fase móvel para 

as diluições subsequentes até as concentrações desejadas. 
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4.2.4.2 Seletividade  

 

Para comprovar a seletividade do método, ou seja, sua capacidade de separar o 

fármaco dos outros componentes da formulação e de suas impurezas, foram 

avaliados os cromatogramas do padrão de AmB, da NE branco e da NE-AmB. 

 

Para o preparo das amostras, 3,5 mL da solução padrão estoque de AmB (20 µg/mL) 

foram transferidos para balão de 50 mL com o auxílio de bureta, o volume do balão foi 

completado com fase móvel e homogeneizado, obtendo-se concentração de 1,4 

µg/mL. O mesmo procedimento foi feito para solução estoque da amostra de NE-AmB 

(20 µg/mL) e para a NE branco. As soluções finais foram injetadas no cromatógrafo. 

 

Os cromatogramas obtidos foram comparados, avaliando-se a presença de picos 

interferentes, no mesmo tempo de retenção da AmB, no comprimento de onda de 

absorção de 405 nm. O metanol utilizado no preparo das amostras, assim como o 

DMSO e a fase móvel, também foram injetados para avaliação de interferência em 

405 nm. 

 

Avaliou-se, ainda, a capacidade do método de separar o fármaco dos produtos de 

degradação formados em condição alcalina, uma vez esse ambiente é necessário 

durante o preparo da NE-AmB, na etapa de incorporação do fármaco. 

 

Para o estudo de degradação, foram pesados 25 mg de AmB em balão âmbar de 25 

mL, sendo o volume completado com NaOH 0,2 mol/L (1 mg/mL). Após 

homogeneização, alíquotas de 1 mL foram retiradas, em tempos pré-determinados (2; 

5; 30; 60; 120 e 180 minutos), e a concentração ajustada para a mesma concentração 

teórica do padrão,1,4 µg/mL. As soluções finais foram injetadas no cromatógrafo. 

 

As porcentagens de AmB e dos produtos de degradação formados foram calculadas 

a partir da área do padrão AmB que não foi submetido à degradação alcalina. Os 

cromatogramas obtidos foram comparados, avaliando-se a presença de picos 

interferentes. 
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4.2.4.3 Linearidade 

 

A linearidade foi avaliada construindo-se uma curva analítica para a AmB com seis 

níveis de concentração igualmente espaçados, na faixa de 0,6 µg/mL a 2,6 µg/mL, 

definindo-se 1,4 µg/mL como concentração de trabalho. Para a construção da curva, 

a solução padrão estoque de AmB (20 µg/mL) foi preparada conforme descrito no item 

4.2.4.1.  

 

Em seguida, prepararam-se as soluções amostras de 0,6; 1,0; 1,4; 1,8; 2,2 e 2,6 

µg/mL, por meio da diluição das soluções padrão estoque utilizando-se uma bureta de 

10 mL. Transferiram-se, respectivamente, os volumes de 1,5; 2,5; 3,5; 4,5; 5,5 e 6,5 

mL para balões volumétricos de 50 mL, completando-se o volume com fase móvel. As 

soluções foram homogeneizadas, filtradas e transferidas para vials para injeção no 

cromatógrafo. Esse procedimento foi feito em triplicata, obtendo-se três soluções de 

cada uma das concentrações. Após estabilização da coluna, nas condições do ensaio, 

as soluções foram injetadas duas vezes cada no cromatógrafo. 

 

Os valores obtidos das áreas dos picos, correspondentes a cada concentração do 

padrão, foram analisados estatisticamente (ver item 4.2.8). Ao final dos experimentos 

construiu-se uma curva única, a partir dos resultados das três réplicas, relacionando 

a área sob o pico da AmB e a concentração de cada amostra. Obteve-se então, o 

coeficiente de determinação (R2), o coeficiente de correlação (R), o coeficiente angular 

(b) e o coeficiente linear (a). A regressão linear foi calculada pelo método estatístico 

denominado Método dos Mínimos Quadrados Ordinários (MMQO) e a linearidade foi 

avaliada por meio destes parâmetros. 

 

4.2.4.4 Precisão  

 

A precisão intra-corrida do método, ou seja, sua repetibilidade, foi determinada por 

meio da quantificação da AmB em três níveis de concentração: 0,6 μg/mL (baixo), 1,4 

μg/mL (médio) e 2,6 μg/mL (alto). Para cada concentração foram preparadas três 

replicatas. A precisão inter-corridas, ou intermediária, foi realizada pela repetição do 

mesmo procedimento em outro dia. 
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Em cada dia de análise foi preparada uma solução padrão estoque de AmB (20 

µg/mL), conforme descrito no item 4.2.4.1 e, a partir dela, as soluções amostras foram 

preparadas conforme descrito no item 4.2.4.3. 

 

Os valores médios do teor e os desvios padrões relativos de cada nível de 

concentração foram calculados para o primeiro dia e para o primeiro e segundo dias 

de análise.  

 

4.2.4.5 Exatidão  

 

A exatidão do método foi avaliada pela determinação da porcentagem de recuperação 

do fármaco adicionado a uma mistura dos componentes da formulação. Para 

utilização deste método, denominado fortificação do placebo, quantidades conhecidas 

de AmB foram adicionadas a soluções contendo a NE branco. Foram realizadas nove 

determinações contemplando os níveis de concentração 0,6 μg/mL (baixo), 1,4 μg mL 

(médio) e 2,6 μg/mL (alto), sendo realizada em triplicata para cada nível de 

concentração. 

 

Para a obtenção das amostras, preparou-se, inicialmente, solução estoque da NE 

branco, simulando o preparo da solução estoque da amostra de NE-AmB 20 µg/mL, 

descrita no item 4.2.4.1. Foi transferido 1,0 mL da NE branco para balão volumétrico 

de 100 mL, adicionaram-se 10 mL de DMSO e o volume foi completado com THF e 

homogeneizado. Essa solução foi reservada. 

 

Em seguida, preparou-se a solução padrão estoque de AmB de 20 µg/mL, descrita no 

item 4.2.4.1, e os volumes de 6,0 mL, 14 mL e 26 mL foram transferidos, 

respectivamente, para três balões volumétricos de 50 mL, com o auxílio de bureta. O 

volume destes balões foi completado com a solução estoque da NE branco, descrita 

no parágrafo anterior. Transferiram-se, então, 2,5 mL de cada uma das três soluções 

amostras preparadas para três balões de 10 mL, completando-se seu volume com 

fase móvel e obtendo-se, respectivamente, soluções de concentração 0,6 μg/mL, 1,4 

μg/mL e 2,6 μg/mL. 
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As porcentagens de recuperação foram calculadas pela relação entre a concentração 

média de AmB determinada experimentalmente e a concentração teórica 

correspondente (BRASIL, 2003). 

 

Recuperação (%) = Concentração média experimental   x  100 

                                                           Concentração teórica 

 

4.2.4.6 Robustez  

 

A robustez foi avaliada a partir da variação intencional de algumas condições 

cromatográficas, com o objetivo de avaliar a capacidade do método de resistir a elas. 

Os parâmetros analisados foram: proporção de solvente orgânico (SO) na fase móvel, 

vazão de fase móvel, temperatura da coluna e marca da coluna, como apresentado 

na Tabela 3. 

 

Tabela 3 – Parâmetros modificados para a avaliação da robustez do método de doseamento 

de AmB por CLAE. 

Parâmetros Condições 

Nominal 1 2 3 4 5 6 

% SO : EDTA 70:30 70:30 70:30 70:30 68:32 72:28 70:30 

Vazão (mL/min) 1,0 1,1 0,9 1,0 1,0 1,0 1,0 

Temperatura (°C) 25 25 25 30 25 25 25 

Coluna Supelco® Supelco® Supelco® Supelco® Supelco® Supelco® Agilent® 

SO = solvente orgânico, EDTA = ácido etilenodiamino tetra-acético 

 

As amostras foram preparadas a partir da solução estoque da amostra de NE-AmB 

(20 µg/mL), descrita no item 4.2.4.1. Foram transferidos 3,5 mL desta solução para 

balões de 50 mL, o volume foi completado com fase móvel e a solução foi 

homogeneizada, obtendo-se concentração de 1,4 μg/mL. Em cada condição 

modificada foram injetadas três amostras de NE-AmB. 
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4.2.4.7 Limite de detecção e limite de quantificação 

 

Os Limites de detecção e de quantificação foram realizados utilizando-se as equações 

abaixo (BRASIL,2003):  

 

LD= (DPa x 3)           LQ= (DPa x 10) 

    IC         IC                              

 

em que:  

LD = limite de detecção 

LQ = limite de quantificação 

DPa= desvio padrão do intercepto com o eixo do Y de, no mínimo, 3 curvas de 

calibração  

IC = a inclinação da curva de calibração. 

 

4.2.5 Avaliação da influência do colesterol na NE 

 

A influência da concentração do colesterol (0%, 0,25% e 0,5%) nas propriedades 

físico-químicas da NE foi avaliada. As NE foram testadas quanto ao estado de 

agregação e mantidas em estabilidade para avaliação do diâmetro, IP, potencial zeta, 

teor total e TE, logo após o preparo e durante o período de armazenamento. O 

acondicionamento foi feito em frascos de penicilina sob refrigeração a 4 ºC. 

 

Por se tratar de um experimento preliminar, optou-se por métodos de preparo e de 

doseamento mais simples, conforme descrito nos itens 4.2.1 e 4.2.2.2, 

respectivamente. As NE foram preparadas por método de homogeneização à quente 

que permitisse a produção lotes menores, utilizando-se aparelho de homogeneização 

do tipo ultrassom com sonda de alta potência; e o doseamento foi realizado por 

espectrofotometria no U.V-visível, o que permite a utilização de menores volumes de 

solventes orgânicos. 
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4.2.6 Estudo de estabilidade das nanoemulsões 

 

A avaliação da estabilidade de armazenamento da NE contendo AmB foi realizada em 

diferentes tempos após o preparo das formulações. Para comparação com a NE, um 

sistema micelar contendo TweenTM 80 a 2% em água ultrapura foi preparado, sendo 

a AmB incorporada de forma similar ao descrito previamente para a NE. 

 

O acondicionamento dos sistemas foi feito em frascos de penicilina sob refrigeração 

a 4 ºC, e os parâmetros avaliados para a NE foram diâmetro, IP, potencial zeta, teor, 

TE, estado de agregação e potencial hemolítico in vitro; para o sistema micelar 

avaliou-se somente a TE. 

 

A fim de se estudar a toxicidade in vitro da NE-AmB durante o período de estabilidade, 

foi conduzido um ensaio de atividade hemolítica utilizando-se sangue de coelho, 

conforme descrito por SANTOS (2017). A NE foi testada em dois tempos: inicial 

(tempo zero) e após armazenamento durante 180 dias; o Anforicin® foi usado como 

controle. As amostras foram diluídas com tampão fosfato salina (PBS) pH 7,4. Para a 

separação das hemácias, o sangue total foi submetido à centrifugação a 3000 G por 

5 minutos a 4 °C; findo o tempo, o sobrenadante foi descartado. Visando eliminar 

outros componentes do sangue, adicionou-se PBS pH 7,4 às células sanguíneas 

vermelhas e, após leve homogeneização, a mistura foi novamente submetida à 

centrifugação, nas mesmas condições, e o sobrenadante, descartado; esse 

procedimento foi repetido três vezes, obtendo-se as hemácias isoladas. 

 

A suspensão estoque de células vermelhas foi preparada misturando-se as hemácias 

isoladas com PBS pH 7,4 na proporção 2:11. Em seguida, 1 mL da suspensão estoque 

foi misturado a 1 mL das formulações de interesse (NE-AmB tempo zero e após 180 

dias e Anforicin®, nas concentrações 10, 20 and 40 g/mL de AmB). A água ultrapura 

foi usada como controle positivo e PBS pH 7,4 como controle negativo, diluídos na 

mesma proporção com suspensão das células vermelhas. 

 

As amostras foram incubadas a 37 ºC em banho-maria com agitação, por 3 horas e, 

então, centrifugadas a 3000 G por 5 minutos, em temperatura ambiente. O 
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sobrenadante foi separado e mantido em repouso por 30 minutos para oxidação da 

hemoglobina. 

 

A absorbância da hemoglobina oxigenada (Oxy-Hb) foi medida por espectrofotometria 

no U.V-visível em 540 nm, e a porcentagem de hemólise foi calculada usando a 

equação abaixo (MOHAMED-AHMED, 2013; PHAM et al., 2014). 

 

% Hemólise = Absamostra - Abstampão   x   100 

           Abságua - Abstampão 

 

4.2.7 Avaliação da eficácia in vivo da NE-AmB 

 

4.2.7.1 Infecção dos camundongos 

 

Parasitos L. (L.) major foram isolados a partir da pata de hamster da linhagem 

Dourado, previamente infectado, e cultivados in vitro para propagação da sua forma 

promastigota. O cultivo foi realizado em meio Schneider completo pH 7,4, enriquecido 

com 20% de soro fetal bovino (SFB) inativado (56 ºC por 40 minutos) e solução de 

antibióticos 40 µL/mL (penicilina 1000U e 10 mg estreptomicina/mL). Para o preparo 

do meio de cultura seguiram-se as instruções do fabricante, ajustando-se o pH para 

7,4 no final do procedimento; em seguida, o meio foi esterilizado por filtração em 

membrana de polietersulfona 0,22 µm; o SFB e a solução de antibióticos foram 

adicionados ao meio somente no momento de uso. Os parasitos foram cultivados 

(estufa BOD-Fanem, Brasil – 23º C) até a fase estacionária de crescimento, sendo a 

curva de crescimento monitora por contagem executada em câmara de Neubauer. 

 

Trinta e cinco camundongos fêmeas BALB/c, com 7-8 semanas, foram tricotomizados 

e inoculados via subcutânea, na base da cauda, com 1 x 107 promastigotas de L. (L.) 

major, contidas em 0,03 mL.  

 

4.2.7.2 Preparo das formulações 

 

A NE-AmB foi preparada conforme descrito no item 4.2.1 e diluída em solução estéril 

de glicose (5%), no momento do uso, para as concentrações determinadas. Em 
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seguida, foram filtradas em membrana de fluoreto de polivinilideno 0,45 µm, em capela 

de fluxo laminar. 

 

O Anforicin® foi ressuspendido conforme instruções da bula e diluído, no momento do 

uso, para a concentração determinada em solução estéril de glicose (5%), em capela 

de fluxo laminar.  

 

4.2.7.3 Tratamentos 

 

Após o desenvolvimento da lesão (diâmetro médio de aproximadamente 6 mm), os 

animais foram divididos em cinco grupos de sete camundongos cada: Grupo 1 

(controle; glicose 5%), Grupo 2 (Anforicin® – 1 mg/kg/dia de AmB), Grupo 3 (NE-AmB 

– 1 mg/kg/dia de AmB), Grupo 4 (NE-AmB – 4 mg/kg/dia de AmB) e Grupo 5 (NE-AmB 

– 8 mg/kg/dia de AmB). Todos os grupos foram tratados por via endovenosa por cinco 

dias alternados, com volume de injeção igual a 0,1 mL, conforme descrito por Santos 

et al., 2017. 

 

O diâmetro de lesão e o peso dos animais foram acompanhados durante o tratamento 

(tempo inicial, 5 e 10 dias). Para medida da lesão utilizou-se um paquímetro (Mitutoyo, 

Brasil), e o diâmetro médio foi calculado pela média entre a maior distância entre duas 

bordas da lesão (A) e o comprimento da linha que corta esta distância com um ângulo 

de 90° (B), conforme Figura 10 (GOLENSER et al., 1999). 

 

Figura 10 – Diâmetro médio das lesões desenvolvidas em animais infectados com L. (L.) 

major. (A): maior entre duas bordas. (B): linha que corta (A) com ângulo de 90°. 

                     

Diâmetro 
médio 

= (A) 

(B) 

A + B 

 2 
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4.2.7.4 Avaliação da eficácia dos tratamentos pelo método de diluição limitante 

 

Para avaliação da eficácia das diferentes doses de NE-AmB, a carga parasitária no 

baço e no sítio de infecção (lesão) foi investigada pelo método de diluição limitante. 

Os animais foram eutanasiados no terceiro dia após o fim do tratamento, em câmara 

de CO2, e foram removidos o baço e a lesão.  

 

Cada lesão e baço foram pesados e triturados (Ultra-turrax, IKA) em meio Schineider 

contendo 20% de soro fetal bovino e 10 µL/mL da solução de antibióticos. Em seguida, 

os tecidos foram centrifugados (Heraeus™ Multifuge™ X1, Thermo Scientific™) por 2 

minutos a 50 G (lesão) e a 500 rpm (baço). O sobrenadante foi coletado e submetido 

a nova centrifugação a 1700 G por 15 minutos (lesão) e a 4200 rpm por 2 minutos 

(baço). Os pellets formados foram ressuspendidos em 1 mL de meio Schineider 

contendo 20% de soro fetal bovino e 10 µL/mL da solução de antibióticos. Em 

triplicata, foram realizadas diluições sucessivas (com meio Schineider contendo 20% 

de soro fetal bovino e 10 µL/ mL da solução de antibióticos) em placa de cultivo de 96 

orifícios estéreis, em capela de fluxo laminar. As placas foram incubadas a 23 °C por 

7 dias (BOD-Fanem, Brasil) e a carga parasitária foi determinada a partir da mais alta 

diluição na qual foi observada presença de parasitos viáveis. 

 

4.2.8 Análise Estatística 

 

4.2.8.1 Validação do método analítico 

 

A análise estatística do experimento de linearidade foi realizada por meio do programa 

Excel. Inicialmente, os valores dispersos (outliers) para as três replicatas foram 

identificados pelo teste de resíduo padronizado de Jacknife (α = 0,05), e foram 

excluídos até que novos valores dispersos não fossem detectados. O critério de 

aceitação utilizado foi que no máximo 22% dos dados originais da curva de calibração 

poderiam ser excluídos, além disso, se o ponto fosse a terceira e última replicata do 

nível de concentração, não poderia ser excluído (SOUZA, 2007). Para estimar os 

parâmetros do modelo de regressão linear foi utilizado o método estatístico MMQO, 

sugerido por Souza e Junqueira (2005). Os seguintes testes estatísticos foram 

utilizados para verificação dos dados de regressão linear em relação às premissas do 
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MMQO: teste de Ryan-Joiner para análise da normalidade, teste de Levene 

modificado por Brown e Forsythe para avaliação da homocedasticidade (variância 

constante dos erros) e teste de Durbin-Watson para verificação da independência dos 

resíduos. Em seguida, os valores que passaram na análise de outliers foram 

submetidos à regressão linear, gerando uma curva única a partir das três replicatas. 

Verificou-se, então, a adequação dos dados ao modelo linear, ou seja, verificou-se se 

a regressão foi significativa e se o desvio da linearidade não foi significativo utilizando 

a análise de variância (ANOVA) (SOUZA, 2007; SOUZA; JUNQUEIRA, 2005). 

 

Para a análise estatística da robustez foi utilizado o programa Prism. Após análise da 

normalidade, pelo teste Kolmogorov–Smirnov, e homocedasticidade pelo teste de 

Bartlett, os dados foram submetidos à ANOVA. Valores de P menores que 0,05 foram 

considerados significativos. 

 

4.2.8.2 Ensaio de atividade hemolítica in vitro 

 

As análises estatísticas foram realizadas por meio do programa Prism. Foram feitas 

análises da normalidade (teste Kolmogorov–Smirnov) e de homocedasticidade (teste 

de Brown-Forsysthe) nos dados transformados em log. Em seguida esses dados 

foram avaliados por ANOVA, e, em caso de diferença estatística, utilizou-se o pós 

teste de Tukey. Valores de P menores que 0,05 foram considerados significativos. 

 

4.2.8.3 Ensaio de eficácia in vivo de NE-AmB por via endovenosa 

 

As análises estatísticas foram realizadas por meio do programa Prism. Os dados 

obtidos para a carga parasitária, na lesão e no baço, e para tamanho de lesão 

(porcentagem em relação ao valor inicial) foram transformados em log e submetidos 

aos testes de normalidade Kolmogovov-Smirnov (KS) e homocedasticidade de 

Bartlett. Em seguida, foram avaliados por ANOVA, e, em caso de diferença estatística, 

os resultados foram submetidos ao teste de Tukey. As diferenças foram consideradas 

significativas para valores de P menores que 0,05. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Otimização do método analítico 

 

Na Tabela 4 estão expressos os resultados obtidos para as fases móveis com 

diferentes proporções SO:EDTA.  

 

Conforme pode ser observado, o aumento da proporção da fase orgânica resultou no 

aumento de pureza do pico; a utilização da proporção 70:30 resultou em 95% da 

pureza, sendo um indicativo da ausência de co-eluição. Portanto, o aumento da 

proporção de solventes orgânicos levou a uma separação melhor entre AmB e os 

interferentes. 

 

Com o aumento da proporção de solventes orgânicos também ocorreu uma redução 

do tempo de retenção da AmB, como era esperado. Em fase reversa, como é o caso 

da fase estacionária C18, os solventes orgânicos possuem força de eluição maior do 

que a fase aquosa. Quando se empregou a proporção 70:30 o tempo de retenção da 

AmB foi de 5,7 minutos, sendo, portanto, a fase móvel escolhida para a validação do 

método analítico.   

 

Tabela 4 – Resultados obtidos com as diferentes proporções SO:EDTA da fase móvel 

SO: EDTA  Pureza  Tempo de retenção 

55:45  ~ 65% ~ 25 min 

65:35 ~ 73% ~ 9,5 min 

70:30 ~ 95% ~ 5,7 min 
                            SO = solvente orgânico, EDTA = ácido etilenodiamino tetra-acético 

 

As condições cromatográficas utilizadas para a validação estão descritas Tabela 5. 
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Tabela 5 – Condições cromatográficas do método analítico para o doseamento de AmB por 

CLAE. 

Parâmetros Condições 

Fase móvel 
(SO:EDTA) 

Metanol/Acetonitrila/Tetraidrofurano (41/18/10) : Edetato dissódico 2,5 mM/L 
(70:30) 

Vazão 1,0 mL/ min 

Volume de injeção 20 L 

Detecção 405 nm 

Temperatura 25 ºC 

Coluna C18 (250x 4,6 mm; 5 µm) 

Equipamento 

CromatógrafoAgilent série 1260 (Santa Clara, EUA), equipado com 
desgaseificador, bomba quaternária (G1311B), forno (G1316A), injetor 
automático (G1329B) e detector de arranjo de diodos (DAD) (G4212B), 
softwareEzChrom. 

SO = solvente orgânico, EDTA = ácido etilenodiamino tetra-acético 

 

5.2 Validação do método analítico 

 

5.2.1 Seletividade 

 

Na Figura 11 estão apresentados os cromatogramas do padrão de AmB, da NE 

Branco, das substâncias utilizadas no preparo de amostra (metanol e DMSO) e da 

fase móvel. A análise de sobreposição dos perfis cromatográficos demonstrou não 

haver picos interferentes próximos ao tempo de retenção da AmB, que foi de 

aproximadamente 5,7 minutos, indicando que o método apresenta seletividade para a 

determinação do fármaco incorporado na NE. Essa conclusão é corroborada pela 

sobreposição dos cromatogramas do padrão de AmB e da NE-AmB observada na 

Figura 12. Pode-se, ainda, observar a separação de substância eluída entre 3,5 e 4,0 

minutos, que, provavelmente, se trata da impureza Anfotericina X1 descrita por Chang 

e colaboradores (2011). 
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Figura 11 – Sobreposição de perfis cromatográficos para análise da seletividade do método. 

 

 

Figura 12 – Sobreposição dos perfis cromatográficos do padrão da AmB e da NE-AmB. 

 

 

Ademais, os espectros de absorção dos cromatogramas do padrão (Figura 13) e da 

NE-AmB (Figura 14), no tempo de retenção do fármaco, possuem aspecto similar, 

sendo mais um indicativo da seletividade. Observaram-se, nos dois cromatogramas, 

três picos de absorção no espectro bem definidos, sendo os ʎmáx aproximadamente 

AmB 

NE-AmB 

0,00        0,50         1,0           1,50         2,00        2,50         3,00         3,50         4,00          4,50         5,00        5,50         6,00         6,50        7,00 

Minutos 
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363, 383 e 407 nm, compatível com o espectro da AmB relatado na literatura 

(TORRADO et al., 2008; CHANG et al., 2011).  

 

Figura 13 – Espectro de absorção no UV do cromatograma relativo ao padrão da AmB em 

dois ângulos: (A) frontal; (B) inclinado 

 

 

 

A 

B 
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Figura 14 – Espectro de absorção no UV do cromatograma relativo à NE-AmB em dois 

ângulos: (A) frontal; (B) inclinado 

 

 

 

 

No estudo de degradação alcalina, foram retiradas amostras nos tempos 2, 5, 30, 60, 

120 e 180 minutos. Estão demonstrados na Figura 15 os cromatogramas dos tempos 

30 e 180 minutos, sobrepostos ao da AmB não exposta. 

 

A 

B 
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As porcentagens de AmB e dos produtos de degradação formados foram calculadas 

a partir da área do padrão AmB que não foi submetido à degradação alcalina e estão 

relacionadas na Tabela 6. 

 

Figura 15 – Cromatogramas do padrão de AmB submetido à degradação alcalina (NaOH 0,2 

mol/L) por 30 e 180 minutos sobrepostos ao da AmB não exposta. 

 

 

Pela comparação dos cromatogramas da AmB não exposta e exposta por 30 minutos, 

pode-se observar a redução do pico da AmB, e o aumento dos picos em 2,3 minutos 

e próximo a 4 minutos, já existentes no cromatograma do padrão não submetido à 

degradação. Essa análise permite inferir o surgimento de dois produtos de 

degradação alcalina (PD1 e PD2) após 30 minutos de exposição alcalina, e a 

capacidade do método em separá-los do pico da AmB. 

 

Já a observação do cromatograma relativo a 180 minutos de exposição em relação 

aos outros dois, mostra a redução tanto do pico da AmB quanto do produto de 

degradação 2 (PD2), enquanto há aumento do pico relativo ao produto de degradação 

1 (PD1). Essa análise sugere que, mantendo-se a exposição ao ambiente alcalino, o 

PD2 anteriormente formado passa a ser degradado, enquanto há degradação 

progressiva da AmB. O mesmo pode ser inferido a partir dos dados da Tabela 6. 

 

PD1 

PD2 

AmB 

AmB não exposta 

AmB 30 min NaOH 

AmB 180 min NaOH 

__ 
__ 
__ 



65 

 

Considerando os cromatogramas e interpretação dos dados, pode-se dizer que os 

principais produtos de degradação formados se apresentam separados do pico da 

AmB e, assim, não interferem na sua determinação. 

 

Tabela 6 – Porcentagem de AmB e seus produtos de degradação pelo tempo de exposição ao 

meio alcalino (NaOH 0,2 mol/L). 

Tempo de exposição da 
AmB à solução de NaOH 

0,2 mol/L 
AmB (%) PD1 (%) PD2 (%) 

Padrão (não exposto) 100 0,85 4,76 

2 min 81,10 2,98 17,20 
5 min 78,83 5,28 16,00 

30 min 67,94 27,59 12,68 
1h 55,85 47,35 9,07 

2h 42,43 70,18 4,88 
3h 32,37 78,31 3,08 

 

 

5.2.2 Linearidade 

 

A linearidade do método de quantificação de AmB por CLAE foi verificada por meio 

da análise de três curvas analíticas no intervalo de concentração de 0,6 a 2,6 µg/mL, 

com seis níveis de concentração, igualmente espaçados. 

 

Após a aplicação dos testes estatísticos, conclusão de que os resíduos atendem a 

todas as premissas necessárias para utilização dos métodos dos mínimos quadrados 

ordinários (MMQO) e de que os dados são adequados para o modelo linear, obteve-

se uma curva analítica média, a equação da reta, o coeficiente de determinação (R2) 

e o coeficiente de correlação (R), apresentados na Figura 16.  

 

A linearidade do método de quantificação da AmB por CLAE foi confirmada no 

intervalo de concentração de 0,6 a 2,6 µg/mL. Conforme pode ser visto na Figura 16, 

o R2 foi próximo de 1 (0,9997), indicando boa qualidade de ajuste do modelo, e o R foi 

maior que 0,99 (0,9998), estando em conformidade com a Resolução RE nº 899/2003 

(BRASIL, 2003), que preconiza como critério mínimo aceitável, um coeficiente de 

correlação (R) maior ou igual a 0,99. 
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Figura 16 – Curva analítica média, gerada a partir de três replicatas, para avaliação da 

linearidade do método de doseamento de AmB por CLAE. 

 

5.2.3 Precisão 

 

Os valores médios de área do pico referente à AmB, obtidos nos dois dias de análise, 

seus desvios padrão (DP) e os desvios padrão relativos (DPR) encontrados para cada 

nível de concentração analisado (0,6; 1,4 e 2,6 µg/mL) estão apresentados na Tabela 

7. 

 
Tabela 7 – Valores de área e DPR estimados para precisão intra-corrida e inter-corridas de 

método de doseamento de AmB por CLAE (n=3). 

  
Concentração teórica 

(μg/ mL) 
ASC Média ± DP DPR (%) 

1º Dia 

0,6 7480145 ± 102311 1,4 

1,4 17181782 ± 120420 0,7 

2,6 31990359 ± 417690 1,3 

2º Dia 

0,6 7736836 ± 337066  4,3 

1,4 17406238 ± 120256 0,7 

2,6 33619754 ± 932187 2,8 

Inter-corridas 

0,6 7608490 ± 274449 3,6 

1,4 17294010 ± 167998 0,9 

2,6 32805056 ± 1101917 3,3 

ASC = área sob a curva; DP = desvio padrão; DPR = desvio padrão relativo.  

y = 1E+07x + 139932
R² = 0,9997
R = 0,9998
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Os valores de DPR obtidos são inferiores a 5%, que é o valor máximo permitido pela 

Resolução RE nº 899/2003 (BRASIL, 2003), indicando boa precisão intra-corrida 

(repetibilidade) e inter-corrida (precisão intermediária) do método de doseamento de 

AmB por CLAE. 

 

5.2.4 Exatidão 

 

De acordo com Green (1996) os valores de recuperação do fármaco em percentual, 

na avaliação da exatidão, devem variar entre 98-102%. A Tabela 8 mostra que os 

resultados encontrados estão dentro desse intervalo, indicando que o método 

apresenta exatidão satisfatória para a quantificação da AmB presente na NE. 

 

Tabela 8 – Porcentagem de recuperação de AmB adicionada ao placebo para avaliação da 

exatidão do método de doseamento por CLAE (n=3). 

Concentração 
teórica (μg/ mL) 

Amostras 
Concentração 
determinada 

(μg/ mL) 

Recuperação 
(%) 

Média de 
Recuperação 

(%) 

 
DPR 
(%) 

0,6 

1 0,63 102,74   

2 0,58 97,08 100,47 1,86 

3 0,61 101,64   

1,4 
1 1,43 102,22   

2 1,4 100,12 100,87 1,15 

3 1,4 100,29   

2,6 

1 2,65 102,08   

2 2,65 101,88 102,08 0,74 

3 2,66 103,27   

Média      101,15  - 

DPR (%)     - 1,25 
  DPR = desvio padrão relativo.  

 

5.2.5 Robustez 

 

A robustez foi avaliada para os seguintes parâmetros: proporção de solvente orgânico 

na fase móvel, vazão de fase móvel, temperatura da coluna e marca da coluna. O 

teste estatístico aplicado aos dados de teor obtidos (Tabela 9) mostrou não haver 

diferença significativa entre os resultados dos parâmetros variados (p>0,05). Ou seja, 

o método é robusto em relação às variações propostas das condições analíticas. 
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Tabela 9 – Teores de AmB obtidos com as variações dos parâmetros para o teste de robustez 

do método de doseamento por CLAE (n=3). 

Condição 
Teor AmB (%) 

1 2 3 Média ± DP 

Nominal 95,39 100,79 99,71 98,63 ± 2,86 

30 °C 97,28 102,18 101,33 100,26 ± 2,62 

Fluxo 0,9 mL/min 94,19 100,45 99,76 98,14 ± 3,43 

Fluxo 1,1 mL/min 94,15 100,36 100,1 98,21 ± 3,51 

FM=68:32 (SO:EDTA) 93,59 99,69 99,61 97,63 ± 3,49 

FM=72:28 (SO:EDTA) 93,32 99,57 99,51 97,47 ± 3,59 

Coluna 89,52 93,58 98,94 94,02 ± 4,72 

DP = desvio padrão; FM = fase móvel; SO = solvente orgânico; EDTA = ácido etilenodiamino tetra- 

acético 

 

5.2.6 Limite de detecção e limite de quantificação 

 

A determinação dos limites de quantificação e de detecção foi realizada apenas de 

forma teórica, como uma estimativa a partir da curva analítica, segundo as equações 

do item 4.2.4.7. Os valores de LD e LQ encontrados foram de 0,0215 μg/mL e 0,0717 

μg/mL, respectivamente. Conforme pode ser observado, as concentrações utilizadas 

na construção da curva analítica estão muito acima dos limites teóricos encontrados. 

 

5.3 Avaliação da influência do colesterol na formulação 

 

A fim de se investigar a influência do colesterol sobre as propriedades físico-químicas 

da NE, três NE contendo as concentrações de 0% (NE-AmB 0% Chol), 0,25% (NE-

AmB 0,25% Chol) e 0,5% (NE-AmB 0,5% Chol) de colesterol foram preparadas. 

 

Para avaliar a influência da concentração do colesterol no estado de agregação da 

AmB, foram obtidos os espectros no UV-Visível (Figura 17) e de dicroísmo circular 

(DC) (Figura 18) no tempo inicial (Tzero). 
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Figura 17 – Espectro UV-vis das NE-AmB nas diferentes concentrações de colesterol: 0%, 

0,25% e 0,5%. 

 

 

Figura 18 – Espectro de DC das NE-AmB nas diferentes concentrações de colesterol: 0%, 

0,25% e 0,5%. 

 

É descrito na literatura que a espectroscopia UV-Visível é sensível aos agregados da 

AmB, logo, os picos presentes no espectro indicam a existência dos seus diferentes 

estados de agregação (MÉNEZ et al., 2007; MORENO et al., 2001; SILVA et al., 2013). 

Espectros exibindo máximos em torno de 364, 383,5 e 407,5 nm, e ombro em 347 nm, 

são comumente atribuídos à espécie monomérica, enquanto a presença de pico em 

torno de 326 ou 340 nm é indicativa das espécies resultantes da autoassociação da 
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AmB (EGITO et al., 2002; MÉNEZ et al., 2007; MORENO et al., 2001; SILVA et al., 

2013). 

 

Conforme pode ser visualizado na Figura 17, a NE-AmB 0,5% Chol possui somente 

quatro picos, que são próximos àqueles relatados para as espécies monoméricas 

(351, 365, 388 e 415 nm). As alterações nesses máximos de absorção em relação 

aos da literatura são esperadas para a AmB em formulação lipídica, uma vez que as 

características específicas do espectro dependem das mudanças conformacionais 

resultantes da associação do fármaco com outros compostos, como os lípides (SILVA 

et al., 2013). Ao se diminuir pela metade a concentração do colesterol na formulação 

(NE-AmB 0,25% Chol) é observado o surgimento do pico indicativo de agregação em 

327 nm, que inexiste para a NE-AmB 0,5% Chol. Para a NE-AmB 0% Chol o perfil do 

espectro se torna ainda mais diferente, com o desaparecimento do pico em 351 nm, 

deslocamento do pico de 415 para 410 nm, intensificação do pico em 322 nm e 

redução do pico em 365 nm. Essas modificações indicam aumento das formas 

autoassociadas, em detrimento das monoméricas, à medida que se reduz a 

concentração do colesterol. 

 

Esses resultados são corroborados pelo experimento de DC. Espécies agregadas de 

AmB são caracterizadas pela presença de intenso sinal dicrótico entre 300 e 400 nm, 

esse sinal é drasticamente reduzido quando a AmB interage com os lípides e 

desaparece por completo quando ela está na forma monomérica (BARWICZ et al., 

2002; HARGREAVES et al., 2006; JAMESON & DZYUBA, et al., 2013; JOLY et al., 

1992, 1994; SILVA et al., 2013). Consistente com a literatura, a Figura 18 mostra 

intenso sinal em torno de 320 nm tanto para NE-AmB 0% Chol quanto para NE-AmB 

0,25% Chol, indicando a presença de agregados. Entretanto, o sinal é visivelmente 

menor na presença de colesterol, o que sugere a interação do fármaco com este co-

surfactante. Já para a NE-AmB 0,5% Chol este sinal está ausente, indicando que 

concentrações mais altas de colesterol levam a dissociação dos agregados, por 

formação de complexo AmB-colesterol, favorecendo a manutenção da forma 

monomérica (DIEZI & KWON, 2011; SAKA & MITA, 1998). 

 

A presença do colesterol no ambiente em que se encontra a AmB parece favorecer a 

sua permanência na forma monomérica (DIEZI & KWON, 2011). Isso provavelmente 
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se deve à interação do fármaco com este componente da formulação. A esse respeito, 

cabe mencionar que a presença de picos em 350 e 415 nm (presentes para a NE-

AmB 0,5% Chol e NE-AmB 0,25% Chol; Figura 17) tem sido associada à formação 

de complexos da AmB com os lípides presentes nas formulações. A banda de 415 

nm, em particular, é identificada como característica da interação entre AmB e esteróis 

(CHARBONNEAU et al., 2001; FOURNIER et al., 1998). Portanto, a redução e 

desaparecimento do pico típico da forma agregada próximo a 320 nm, e o 

deslocamento do pico de 410 nm (na ausência de colesterol) para 415 nm, indicam a 

inserção da AmB no sistema carreador, quando o colesterol está presente (MÉNEZ et 

al., 2007; MORENO et al., 2001). Essa inserção parece aumentar à medida que se 

aumenta a concentração do colesterol, provavelmente como consequência da 

interação do fármaco com o esterol. 

 

Dessa forma, considerando que a toxicidade observada na terapia é normalmente 

relacionada à presença do fármaco livre organizado na forma de agregados, a NE-

AmB 0,5% Chol se mostrou a formulação mais promissora, a partir das análises de 

espectroscopia UV-Visível e de DC (EGITO et al., 2002; JAIN & KUMAR, 2010). 

 

Adicionalmente, estudos de estabilidade foram conduzidos. Os resultados para 

diâmetro médio, IP, potencial zeta, teor e TE são mostrados na Tabela 10.  

 

A NE sem colesterol foi altamente instável, com separação de fases no dia seguinte 

ao de preparo (Figura 19), portanto, não foi avaliada a TE e os demais parâmetros só 

foram registrados no tempo inicial. O tamanho da AmB 0% Chol se mostrou maior que 

o das demais formulações. Houve redução pronunciada do teor total, uma vez que a 

AmB se precipitou no fundo do recipiente.  
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Tabela 10 – Estabilidade à 4º C das NE-AmB nas diferentes concentrações de colesterol: 0%, 

0,25% e 0,5% (n=3). 

Parâmetros 
 NE-AmB 0% Chol 

 1 dia 60 dias 120 dias 

Diâmetro (nm) 213,8 ± 5,0  -  - 

IP 0,19 ± 0,02  -  - 
Potencial zeta 

(mV) 
-27,5 ± 1,2  -  - 

Teor (%) 68,9 ± 0,6  -  - 

TE (%)  -  -  - 

Parâmetros 
 NE-AmB 0,25% Chol 

 1 dia 60 dias 120 dias 

Diâmetro (nm) 198,7 ± 4,2 205, 6 ± 1,9 215,4 ± 3,5 

IP 0,20 ± 0,01 0,21 ± 0,01 0,23 ± 0,03 
Potencial zeta 

(mV) 
 -28,7 ± 1,0  -26,3 ± 0,4  - 26,2 ± 0,7 

Teor (%) 85,3 ± 1,6 74,0 ± 4,4 64,2 ± 0,5 

TE (%) 92,4 ± 2,5 80,3 ± 4,9 72,5 ± 4,6 

Parâmetros 
 NE-AmB 0,5% Chol 

 1 dia 60 dias 120 dias 

Diâmetro (nm) 189,2 ± 4,5 191,8 ± 1,2 192,5 ± 1,2 

IP 0,15 ± 0,02 0,16 ± 0,01 0,135 ± 0,02 
Potencial zeta 

(mV) 
 -30,9 ± 2,0  -28,5 ± 0,7 

- 27,2 ± 0,4 
Teor (%) 89,4 ± 2,9 77,1 ± 2,5 78,4 ± 0,7 

TE (%) 93,8 ± 0,4  87,6 ± 5,9  79, 8 ± 0,1 

IP = Índice de polidispersão; TE = Teor de encapsulação. Os dados estão representados como 

média ± desvio padrão. 

 

Figura 19 – NE-AmB 0% Chol após um dia de preparo. 
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Os dados são semelhantes para as NE-AmB 0,25% Chol e NE-AmB 0,5% Chol, 

observando-se ligeira diminuição do IP e tamanho de partícula com o aumento da 

concentração do colesterol. Não houve diferenças no potencial zeta. Entretanto, pode 

ser observada uma tendência de aumento de tamanho para a NE com menor 

concentração de colesterol, assim como maior redução do teor total, ao passar dos 

120 dias. Ademais, cabe mencionar que, para a NE com 0,25% Chol, foi observado 

início de precipitação da AmB após 60 dias, sendo progressivo até os 120 dias 

avaliados. Não houve precipitação para a NE-AmB 0,5% Chol (Figura 20). A TE, 

todavia, manteve-se semelhante para as duas formulações. Isso pode ser explicado 

pela agitação manual anterior à amostragem que, provavelmente, favoreceu a 

ressuspensão de parte do fármaco e sua reassociação ao sistema, conforme indicado 

por outros autores para as emulsões lipídicas parenterais (SHADKHAN et al., 1997; 

WALKER et al.,1998).  

 

Figura 20 – NE-AmB 0,5% Chol (à esquerda) e NE-AmB 0,25% Chol (à direita) após 120 dias 

de estabilidade. 

 

 

Para investigar essa hipótese, o estudo foi repetido, adotando-se agitação mais 

branda antes da amostragem (Tabela 11). 

 

A redução da TE na NE-AmB 0,5% Chol se mostrou semelhante à do estudo anterior. 

Para a NE-AmB 0,25% Chol, entretanto, a ação do tempo na variação da TE se 

mostrou mais expressiva, com maior redução desse parâmetro já em 90 dias de 

estabilidade, em comparação com o estudo anterior (120 dias). A queda da 

encapsulação ratifica a conjectura anteriormente levantada a respeito da influência da 
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homogeneização prévia à amostragem e revela maior instabilidade da formulação 

contendo concentração mais baixa de colesterol.  

 

Tabela 11 – Estabilidade à 4º C das NE-AmB nas diferentes concentrações de colesterol 

(0,25% e 0,5%) adotando-se agitação mais branda anterior à amostragem (n=3). 

Parâmetros 
 NE-AmB 0,25% Chol 

 1 dia 60 dias 90 dias 

Teor (%) 82,3 ± 1,1 77,8 ± 0,9 76,8 ± 0,5 

TE (%) 99,3± 3,8 69,0 ± 1,2 59, 0 ± 1,6 

Parâmetros 
 NE-AmB 0,5% Chol 

 1 dia 60 dias 90 dias 

Teor (%) 86,1 ± 1,4 84,1 ± 3,3 82, 9 ± 0,7 

TE (%) 87,3 ± 3,1 80,8 ± 3,0 77,8 ± 1,6 

IP = Índice de polidispersão; TE = Teor de encapsulação. Os dados estão representados  

como média ± desvio padrão. 

 

Os dados da estabilidade são coerentes com aqueles encontrados para 

espectroscopia UV-Visível e de dicroísmo circular. Todos os experimentos mostram 

que com ausência do colesterol a NE exibe comportamento instável e o fármaco não 

se associa ao nanocarreador, resultando em grande quantidade de espécies 

agregadas. A adição do co-surfactante na concentração de 0,25% já proporciona 

melhora das características da formulação, evitando a separação de fases e reduzindo 

a autoassociação da AmB. Todavia, essa NE apresenta, mesmo logo após ao preparo, 

quantidade significativa de espécies relacionadas à toxicidade, que tendem a 

aumentar, uma vez que o sistema exibiu instabilidade ao longo do período avaliado. 

Somente a concentração de 0,5% de colesterol pareceu proporcionar ambiente 

favorável à devida inserção da AmB na partícula da NE, sem evidências de agregação 

do fármaco e com tendência de se manter estável. O modo provável pelo qual o 

colesterol atua na melhora das características da formulação é relacionado ao 

mecanismo de ação da AmB, que interage com os ergosteróis de membrana formando 

poros nas células. Na formulação, a AmB se liga ao colesterol presente na interface, 

que, por sua vez, serve como ancoragem ao fármaco, aumentando a estabilidade 

(TORRADO et al., 2008; VAKIL & KWON, 2007). 

 

Considerando que a NE-AmB 0,5% Chol apresentou as melhores características, essa 

formulação foi selecionada para dar prosseguimento aos estudos. 
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5.4 Estudo de estabilidade das nanoemulsões 

 

Para esse estudo, a NE-AmB foi preparada utilizando-se homogeneizador de alta 

pressão e mantida sob refrigeração a 4 ºC, conforme mencionado previamente.   

 

Os resultados para diâmetro médio, IP, potencial zeta, teor total e TE nos períodos de 

1, 60, e 180 dias estão mostrados na Tabela 12. Os valores médios foram comparados 

com aqueles obtidos logo após o preparo das formulações (Tempo 1 dia). 

 

Tabela 12 – Estabilidade à 4º C da NE-AmB preparada utilizando-se o HAP (n = 3). 

Parâmetros 
NE-AMB  

 1 dia 60 dias 180 dias  

Diâmetro (nm) 137 ± 0,8 144 ± 0,5 148 ± 2,5 

IP 0,16 ± 0,02 0,17 ± 0,01 0,17 ± 0,02 

Potencial zeta 

(mV) 
 -16,8 ± 0,1  -17,5 ± 1,5  -13,9 ± 3,2 

Teor (%) 100,6 ± 2,4 97,2 ± 2,6 91,6 ± 1,5 

TE (%) 101,9 ± 0,9 97,7 ± 2,8 93,0 ± 1,7 

IP = Índice de polidispersão; TE = Teor de encapsulação. Os dados estão representados  

como média ± desvio padrão. 

 

A NE-AmB demonstrou estabilidade adequada em termos de diâmetro médio, 

potencial zeta, teor total e TE durante o armazenamento por 180 dias, a 4C. Esses 

dados estão em conformidade com os previamente descritos (CALDEIRA et al., 2015). 

 

O teor total e a TE, inicialmente próximos a 100%, mostraram redução de 8,9% e 

8,7%, respectivamente, no tempo de 180 dias; entretanto, não foram observados 

aumentos dos picos de degradação. Esses parâmetros permaneceram elevados ao 

longo do estudo, com valores acima de 90%, estando em consonância com dados 

previamente descritos (CALDEIRA et al., 2015). A título de comparação, a AmB foi 

incorporada em sistema micelar composto por TweenTM 80 a 2%. A TE já no dia 

seguinte ao de preparo se mostrou bastante reduzida (69,6%), com clara separação 

de fases. Esse dado está de acordo com a literatura, que indica a incorporação 

deficiente do fármaco em sistemas micelares, assim como sua rápida liberação (JUNG 

et al., 2009). 
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O tamanho de partícula e IP são parâmetros de fundamental importância na 

caracterização da NE, tendo relação não só com a estabilidade, mas com a segurança 

desses sistemas em administrações parenterais (BENITA & LEVY, 1993). A NE em 

estabilidade demonstrou IP baixo (0,17) e dentro dos valores aceitáveis para a via 

endovenosa. Valores abaixo de 0,2 são indicativos de sistemas com pequena 

polidispersão e refletem, de forma geral, a estabilidade da formulação (BERNARDI et 

al., 2011; MÜLLER et al., 2004). Em relação ao diâmetro de partícula, observou-se 

pequeno aumento ao final dos 180 dias (de 137 para 148 nm). No entanto, esse 

tamanho pode ser considerado adequado para emulsões injetáveis 

(HIPPALGAONKAR et al., 2010). 

 

Em relação ao potencial zeta, é descrito na literatura que valores de módulo acima de 

30 são desejáveis para garantir repulsão eletrostática entre as partículas, resultando 

em estabilização da emulsão (BENITA & LEVY, 1993). Todavia, a estabilização 

também pode ser alcançada por meio de impedimento estérico (GANTA et al., 2014; 

TADROS et al., 2004). Na NE em questão, o surfactante utilizado, TweenTM 80, 

proporciona o impedimento estérico por apresentar cadeia polimérica de óxido de 

etileno em sua composição. Portanto, embora os valores de potencial zeta tenham 

sido abaixo de 30, dados de IP e diâmetro comprovam estabilidade da NE, o que pode 

ser explicado pela estabilidade estérica conferida pelo TweenTM 80.  

 

O estado de agregação da NE durante o período de armazenagem a 4 ºC foi avaliado 

por espectroscopia UV-Visível (Figura 21) e DC (Figura 22). A NE-AmB se mostrou 

estável após 260 dias, sem o surgimento de picos indicativos de espécies agregadas. 
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Figura 21 – Espectro UV-visível da NE-AmB nos tempos zero (T0) e 260 dias (T260), em 

comparação com o Anforicin® e solução aquosa da AmB. 

 

 

Figura 22 – Espectro de DC da NE-AmB nos tempos zero (T0) e 260 dias (T260), em 

comparação com o Anforicin® e solução aquosa da AmB. 

 

 

Os espectros de UV-Visível do Anforicin® e da solução aquosa apresentam máximos 

de absorção em 366, 388 e 410 nm, esses picos, conforme discutido no item 5.3, 

representam a presença de espécie monomérica. No entanto, a ocorrência do 

fenômeno de associação da AmB é evidente para as duas formulações devido à 

presença de pico em 329 nm (Anforicin®) e 335 nm (AmB em solução aquosa) (EGITO 

et al., 2002; MÉNEZ et al., 2007; MORENO et al., 2001; SILVA et al., 2013). 
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Para a NE-AmB, pode-se observar mudança do perfil dos espectros, em relação ao 

Anforicin® e solução aquosa. Os picos em 366 e 388 são mantidos, mas se tornam 

mais intensos, indicando maior proporção da forma monomérica. Percebe-se, ainda, 

o surgimento de ombro em 352 nm e deslocamento do pico de 410 para 415 nm. 

Conforme discutido no item 5.3, espectros exibindo máximos em torno de 364, 383,5 

e 407,5 nm, e ombro em 347 nm, são comumente atribuídos à espécie monomérica; 

a alteração nesses máximos de absorção (para 366, 388, 415 e ombro em 352 nm) é 

atribuída à associação do fármaco com os componentes da formulação, sendo que a 

presença de picos em 350 e 415 nm é característica da formação de complexos da 

AmB com os lípides da NE, especialmente com o colesterol. Outra mudança 

extremamente relevante no espectro é a inexistência de picos em 329 ou 335 nm, 

sugerindo a ausência de formas autoassociadas da AmB (CHARBONNEAU et al., 

2001; EGITO et al., 2002; FOURNIER et al., 1998; MÉNEZ et al., 2007; MORENO et 

al., 2001). 

 

Esses dados são corroborados com os achados dos espectros de DC. O intenso sinal 

dicrótico em torno de 320 e 330 nm, característicos de espécies agregadas, são 

claramente observados para o Anforicin® e solução aquosa, respectivamente. Em 

contraste, esses sinais são virtualmente ausentes para a NE-AmB (Figure 22), 

indicando que o fármaco se encontra na forma monomérica, provavelmente associado 

aos lípides da formulação. 

 

Deve ser enfatizado que mesmo após 260 dias em estabilidade a NE não apresenta 

indícios de agregação da AmB, enquanto esse fenômeno é evidente para o Anforicin®, 

logo após o preparo. A autoassociação da AmB é considerada como responsável 

pelos efeitos tóxicos da formulação convencional. Dessa forma, considerando os 

dados obtidos, espera-se observar menor toxicidade com a administração da NE-

AmB, mesmo durante o período de estabilidade.  

 

Para testar essa hipótese, foi realizado ensaio de atividade hemolítica in vitro com a 

NE em estabilidade a 4 °C, utilizando-se sangue de coelho. A hemólise induzida pela 

NE-AmB foi investigada no tempo zero e após 180 dias (Figura 23). 
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Figura 23 – Atividade hemolítica das formulações de AmB: NE-AmB nos tempos zero e 180 

dias e Anforicin® (n=3). 
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* p<0,05 quando comparado às NE-AmB, valores médios ± desvio padrão. 

 

Não foram observadas diferenças estatísticas significativas entre a NE-AmB no tempo 

zero e após 180 dias sob refrigeração, para todas as concentrações avaliadas 

(p>0,05), indicando, mais uma vez, que o sistema se manteve estável durante esse 

tempo. A hemólise induzida pela NE-AmB foi significativamente menor do que aquela 

induzida pela formulação convencional, em todas as concentrações testadas (p<0,05). 

A atividade hemolítica da formulação convencional é bem estabelecida, estando 

relacionada não só à presença do surfactante desoxicolato de sódio, que por si só já 

induz hemólise, mas também à presença de AmB na forma agregada (JAIN & KUMAR, 

2010; SANTOS et al., 2017). A inserção do fármaco no sistema lipídico, entretanto, 

está associada à redução da toxicidade às células vermelhas, uma vez que favorece 

a manutenção de espécies monoméricas. Esses resultados confirmam achados 

prévios, que indicam a capacidade da matriz lipídica de ancorar a AmB, especialmente 

por interação com o colesterol, possivelmente contribuindo para a redução da 

liberação de AmB e minimização do seu contato direto com os eritrócitos. Essa 

característica parece se manter durante o período de estabilidade avaliado (DIEZI & 

KWON, 2011; JUNG et al., 2009; SANTOS et al., 2017). 

 

 

 

 

* 

* * 
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5.5 Avaliação da eficácia in vivo da NE-AmB 

 

O estudo in vivo foi conduzido para avaliar a eficácia da NE-AmB em diferentes doses 

(1; 4 e 8 mg/kg) no tratamento de animais experimentalmente infectados com L. (L.) 

major, tendo como parâmetros a carga parasitária (na lesão e no baço) e o tamanho 

da lesão.  

 

O tratamento iniciou seis semanas após a inoculação, sendo que os animais dos 

grupos controle, Anforicin®, NE-AmB 1 mg/kg/dia (NE-1), 4 mg/kg/dia (NE-4) e 8 

mg/kg/dia (NE-8) apresentavam lesões com o tamanho médio de 5,7 ± 1,4; 5,6 ± 1,2; 

6,1 ± 1,0; 5,5 ± 1,5 e 5,8 ± 1,4 mm, respectivamente. Ao fim do tratamento as lesões 

foram novamente medidas e determinado o percentual de aumento em relação à 

medida inicial. Os resultados mostraram uma tendência a estabilização das lesões 

nos animais dos grupos NE-4 e NE-8, o que pode ser observado na Figura 24, 

enquanto os animais dos outros grupos apresentaram um aumento da lesão. Não 

foram observadas diferenças significativas entre o grupo controle (32,5%), Anforicin® 

(15,2%) e NE-1 (9,0%) (p>0,05). Os grupos NE-4 e NE-8 (1,2% e 2%, 

respectivamente) apresentaram diferença estatística em relação ao controle (p<0,05). 

Não houve cicatrização completa das lesões em nenhum animal, uma vez que a 

avaliação foi realizada apenas até o término do tratamento, e esse processo é lento. 

Aguiar e colaboradores (2009) mostraram que animais infectados com L. (L.) major, 

utilizando o mesmo protocolo de inoculação, apresentaram a cicatrização completa 

da lesão apenas com 19 dias após o início do tratamento com paromomicina tópica 

associada à miltefosina oral ou 33 dias quando tratados apenas com paromomicina 

tópica. 

 

A estabilização das lesões também foi observada para o Ambisome® administrado por 

via endovenosa, em seis dias alternados, em camundongos BALB/c infectados com 

L. (L.) major em dose igual ou superior a 12,5 mg/kg. Já o Anforicin® 1 mg/kg não foi 

considerado eficaz, assim como o Ambisome® na dose de 6,25 mg/kg (YARDLEY & 

CROFT, 1997). Esse dado é bastante interessante se compararmos aos resultados 

obtidos em nosso estudo, em que doses inferiores (4 e 8 mg/kg), por um período de 

tratamento menor (5 dias alternados), foram capazes de estabilizar a lesão dos 

animais. 
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Figura 24 – Avaliação da eficácia (% de aumento da lesão considerando-se o valor inicial) da 

NE-AmB em camundongos BALB/c infectados com L. (L.) major. 
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Após o desenvolvimento das lesões os animais foram tratados: solução estéril de glicose 5% 

(Controle), Anforicin® 1 mg/kg/dia (Anf-1), NE-AmB 1 mg/kg/dia (NE-1), NE-AmB 4 mg/kg/dia (NE-

4), NE-AmB 8 mg/kg/dia (NE-8), por 5 dias alternados. As medições foram feitas no início e final 

do tratamento (*p < 0,05 quando comparado ao grupo controle) (n=7). 

 

Quando avaliada a carga parasitária no local de infecção (lesão), três dias após o fim 

do tratamento, o grupo controle (6,1 x 105) apresentou uma média superior à 

observada nos grupos Anforicin® (7,8 x 104), NE-1 (9,3 x 104), NE-4 (8,2 x 104) e NE-

8 (3,4 x 104). Entretanto, não foram observadas diferenças estatísticas entre os grupos 

(p>0,05), como apresentado na Figura 25. 

 

Uma possível explicação para essa baixa eficácia, na redução da carga parasitária na 

lesão, seria a captação do sistema lipídico pelas células do SFM, proporcionando 

direcionamento passivo ao baço (TORRADO et al., 2008). Essa captação pode reduzir 

a AmB disponível na corrente sanguínea, prejudicando sua chegada à derme. Assim, 

Yardley & Croft (1997) atribuem a redução/cicatrização das lesões a um efeito 

supressivo, porém não curativo. Os dados do presente estudo corroboram essa 

hipótese, já que, quando avaliada a carga parasitária na lesão, não há uma redução 

significativa em relação ao grupo controle, entretanto, há uma estabilização das lesões 

nas doses mais altas (4 e 8 mg/kg). 

 

 

* * 
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Figura 25 – Avaliação da eficácia (carga parasitária na lesão) da NE-AmB em camundongos 

BALB/c infectados com L. (L.) major. 
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Após o desenvolvimento das lesões os animais foram tratados: solução estéril de glicose 5% 

(Controle), Anforicin® 1 mg/kg/dia (Anf-1), NE-AmB 1 mg/kg/dia (NE-1), NE-AmB 4 mg/kg/dia (NE-

4), NE-AmB 8 mg/kg/dia (NE-8), por 5 dias alternados. Três dias após o fim do tratamento, foi 

determinado o parasitismo tecidual (lesão), pelo método de diluição limitante (n = 7) (p<0,05). 

 

Para investigar a eficácia sistêmica, a carga parasitária no baço foi avaliada. Conforme 

mostrado na Figura 26, a média de parasitos no grupo controle (8,6 x 102) foi superior 

à observada nos demais grupos: Anforicin® (1,9 x 102), NE- 1 (1,9 x 102), NE-4 (1,1 x 

102) e NE-8 (1,0 x 10o). Os grupos Anforicin® e NE-1, não levaram à redução 

significativa da carga parasitária em relação ao grupo controle (p>0,05), também não 

houve diferença entre esses grupos (p>0,05). Em contraste, os animais tratados com 

a NE-4 e NE-8 apresentaram uma redução significativa da carga parasitária, quando 

comparado ao grupo controle (p<0,05). Esse resultado é condizente com a literatura, 

uma vez que as formulações lipídicas têm demonstrado eficácia principalmente em 

doses mais altas, em comparação com a formulação convencional (VYAS & GUPTA, 

2006). A análise estatística dos dados mostrou, ainda, que a redução proporcionada 

pela NE-AmB à 8 mg/kg/dia foi significativa em comparação a todos os outros grupos, 

sendo, também, a única a demonstrar diferença significativa em relação ao Anforicin® 

(p<0,001). Cabe mencionar que para a dose de 8 mg/kg/dia não foi observada a 

presença de parasitos durante a avaliação das placas.  
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Figura 26 – Avaliação da eficácia (carga parasitária no baço) da NE-AmB em camundongos 

BALB/c infectados na base da cauda com L. (L.) major. 
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Após o desenvolvimento das lesões os animais foram tratados: solução estéril de glicose 5% 

(Controle), Anforicin® 1 mg/kg/dia (Anf-1), NE-AmB 1 mg/kg/dia (NE-1), NE-AmB 4 mg/kg/dia (NE-

4), NE-AmB 8 mg/kg/dia (NE-8), por 5 dias alternados. Três dias após o fim do tratamento, foi 

determinada a carga parasitária no baço, pelo método de diluição limitante (*p < 0,05 quando 

comparado ao grupo controle; **p < 0,05 quando comparado aos grupos controle e Anf-1) (n = 

7). 

 

A ausência de parasitos no baço após a administração de sistemas lipídicos (Abelcet® 

e Ambisome®) também foi relatada por Gangneux e colaboradores (1996a; 1996b). 

Nesses estudos, entretanto, a espécie avaliada foi a L. (L.) infantum, sendo utilizada 

uma dose ainda maior, 12 mg/kg/dia por seis dias alternados. Resultados prévios do 

nosso grupo de pesquisa, também mostraram que a NE-AmB na dose de 1 mg/kg/dia 

apresentou eficácia no tratamento de animais infectados com L. (L.) infantum chagasi 

(p<0,05) (SANTOS et al., 2017). Todavia, deve-se considerar que diferentes espécies 

e/ou cepas de Leishmania possuem características bioquímicas e moleculares 

específicas que refletem em diferentes graus de sensibilidade perante os fármacos, e, 

assim como a via de administração e protocolos de tratamento, podem ser 

considerados fatores importantes para a eficácia do tratamento (ESCOBAR et al., 

2002; YARDLEY & CROFT, 1997). De fato, essa influência pode ser observada por 

comparação com o presente estudo, em que o Anforicin® 1 mg/kg/dia não apresentou 

diferença estatística comparado ao grupo controle, enquanto redução significativa foi 

observada por Santos e colaboradores (2017). 

 

* 

** 
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É importante ressaltarmos que não foram administradas doses mais altas do 

Anforicin® nesse estudo, devido ao relato de toxicidade em doses superiores a 1 

mg/kg/dia (YARDLEY & CROFT, 1997; SANTOS et al., 2017). Não foram observados 

perda de peso ou outros sinais de toxicidade aguda (como agitação, prostração e 

pilereção) durante o tratamento dos animais, em todos os grupos. 
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6 CONCLUSÃO 

 

Considerando o potencial das formulações lipídicas em reduzir a toxicidade associada 

à AmB, este trabalho buscou caracterizar NE relatada por Santos e colaboradores 

(2017) durante seu período de estabilidade e testar sua eficácia em modelo animal de 

LT, como alternativa para o tratamento endovenoso. 

 

O método analítico para determinação quantitativa de AmB por CLAE foi otimizado e 

se mostrou adequado, atendendo às especificações preconizadas por Brasil (2003) e 

sendo capaz de promover a separação da AmB dos seus produtos de degradação 

alcalina resultantes da técnica de preparo. 

 

Foi possível estabelecer a importância do colesterol na manutenção das 

características físico-químicas da formulação. A concentração de 0,5% colesterol 

favoreceu a presença de espécies monoméricas da AmB, relacionadas a menores 

índices de toxicidade, e proporcionou estabilidade à formulação. Os estudos seguintes 

confirmaram a estabilidade pelo período de 180 dias, em que os parâmetros se 

mantiveram apropriados para administração endovenosa e com valores de teor total 

e TE acima de 90%. Ademais, a formulação apresentou menor toxicidade hemolítica 

in vitro que a convencional, mesmo após 180 dias de preparo. 

 

A atividade leishmanicida da NE-AmB foi similar àquela obtida para o Anforicin® em 

relação à redução da carga parasitária no sítio de infecção, quando administrados na 

mesma dose. Entretanto, a NE possibilitou a administração da AmB em maiores 

doses, o que resultou em inibição do desenvolvimento da lesão e redução significativa 

da carga parasitária no baço já na dose de 4 mg/kg. Aumento de dose, para 8 mg/kg, 

se mostrou tolerado proporcionando a eliminação dos parasitos no baço. 

 

Assim, diante dos resultados encontrados, este trabalho indica o potencial das NE 

para o carreamento da AmB no tratamento parenteral da LT. 
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Perspectivas 

 

Como perspectivas para a continuidade deste trabalho sugerem-se: 

 

- Estudo de estabilidade acelerada e prolongada conforme a Resolução – RE nº 1, de 

29 de julho de 2005. 

 

- Estudo de liberação in vitro da AmB presente na NE, para se estimar o 

comportamento da formulação após administração e consequente diluição no após 

administração endovenosa. 

 

- Estudo de biodistribuição a fim de se conhecer o comportamento da nanoestrutura 

in vivo, investigar a capacidade da NE-AmB atingir a lesão e confirmar sua maior 

captação pelo baço. 

 

- Avaliação da eficácia da NE-AmB no tratamento experimental em espécies 

causadoras da LT no Novo Mundo. 

 

- Estudo in vivo para avaliação da eficácia da NE-AmB associada a tratamento tópico 

da LT, por exemplo, com gel de paromomicina. 

 

- Estudos de toxicidade crônica e aguda da NE-AmB em modelo animal, conforme 

guias da Organização para a Cooperação e Desenvolvimento Econômico (OECD). 
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