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RESUMO 
 

Dependendo da composição, uma mistura de tensoativos, óleo e água podem formar 

agregados supramoleculares com diferentes estruturas, que por sua vez podem influenciar 

significativamente na velocidade e no perfil de liberação de fármacos. Neste trabalho sistemas 

microemulsionados contendo Óleo de Rícino Polioxil-40-Hidrogenado (ORPH), 

Fosfatidilcolina de Soja (FS) e Oleato de Sódio (OS) como tensoativos, Colesterol (CHO) 

como fase oleosa e tampão Tris-HCl 0,01M pH 7,2 como fase aquosa, foram estudados. 

Microemulsões (ME) com e sem o fármaco antitumoral doxorrubicina (DOX) foram 

preparadas e sua microestrutura foi caracterizada por reologia, microscopia de luz polarizada, 

espalhamento de luz a baixo ângulo (SAXS), difração de raio-X (DRX). Após a 

caracterização físico-química, avaliou-se a estabilidade física, a toxicidade aguda, os 

parâmetros bioquímicos com marcadores de cardiotoxicidade (CKMb) e hepatotoxicidade 

(AST, ALT) e atividade antitumoral “in vivo” da DOX veiculada nas ME. Os ensaios 

reológicos revelaram que o comportamento tixotrópico das amostras é dependente da sua 

composição. As medidas de microscopia de luz polarizada, SAXS e DRX indicam que o 

aumento da proporção de CHO/Sistema tensoativo permite à cristalização do colesterol em 

fases polimorfas as quais restrigem a mobilidade das moléculas de DOX na fase interna da 

ME. Esses resultados também revelam que o aumento da concentração de colesterol na 

mistura fase oleosa/sistema tensoativo permite a formação de estruturas ordenadas com 

arranjos lamelares e cristais de CHO. Os estudos de estabilidade mostraram que a inclusão do 

OS a mistura tensoativa (EU/FS) favorece a estabilidade da ME. Os experimentos de 

toxicidade aguda (ratos Wistar e camundongos Swiss) mostraram que a DOX-ME 

apresentaram uma dose letal média (DL50) maior do que a forma farmacêutica convencional. 

Os resultados dos parâmetros bioquímicos (CKMB, AST e ALT) mostraram que a DOX-ME 

apresentaram uma diminuição da cardiotoxicidade e da hepatotoxicidade quando comparado 

com a DOX convencional. Finalmente, os resultados e atividade antitumoral “in vivo” 

mostraram que as ME potencializaram a atividade citotóxica da DOX. Assim, a associação da 

DOX-ME pode ser uma alternativa na terapia do câncer.  
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Abstract  

ABSTRACT 

Depending on the composition, the mixture of surfactant, oil and water, may form 

supramolecular aggregates with different structures which can significantly influence the drug 

release. In this work several microemulsion (ME) systems containing soya 

phosphatidylcholine (SPC) and polyoxyethylenglycerol trihydroxystearate 40 (ORPH) and 

Sodium Oleate (SO) as surfactant, cholesterol (CHO) as oil phase, and 0.01M Tris-HCl pH 

7.2 as an aqueous phase were studied. MEs with and without the antitumoral drug 

doxorubicin (DOX) were prepared. The microstructures of the systems were characterized by 

rheological behavior, polarized light microscopy, small-angle X-ray scattering (SAXS) and 

X-ray diffraction (XRD). After the physicochemical characterization, the DOX was 

incorporated in the microemulsions, its physical stability, acute toxicity, biochemistry 

parameters with cardiotoxicity (CKMB) and hepatotoxicity (AST, ALT) and “in vivo” 

antitumoral activity from ME were also evaluated. The rheological behaviour reveals that 

depending on the composition ME system could exhibit a tixotropic behaviour. The measures 

of polarized light microscopy, SAXS and XRD showed that the high O/S ratio leads to the 

crystallization of cholesterol polymorphs phases which restricts the mobility of the DOX 

molecules into the ME structure. The increase of the cholesterol fraction in the oil 

phase/surfactant mixture leads to the formation of ordered structures with lamellar 

arrangements and CHO crystals. The stability studies showed that the OS incorporated in the 

surfactant mixtures (EU/FS) improves the stability of ME. The acute toxicity experiments 

(Wistar rats and Swiss mice) showed that the average lethal dose (DL50) of DOX-ME was 

greater than the DOX free. The biochemistry parameters (CKMB, AST e ALT) results 

showed that the cardiotoxic and hepatotoxic effects were decreased in the DOX-ME 

compared to DOX free. Finally, the “in vivo” antitumoral activity showed that the cytotoxic 

activity was increased in the DOX- ME compared to DOX free. Thus, the association of the 

DOX-ME can be an alternative in cancer therapy. 
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ABREVIATURAS 
 

Å Angstron 

ALT Alanina de aminotransferase 

AST Aspartato aminotransferase 
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Apo A  Apolipoproteína A 
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CMC Carboximetilcelulose 

CMC-DOX Carboximetilcelulose associada a doxorrubicina 

ConA-lipossoma-

DOX 

Lectina ConA lipossomas contendo doxorrubicina  

DL50 Dose letal média 

DLP Doxorrubicina lipossomal peguilada 

DOX   Doxorrubicina 

DSC Calorimetria exploratória diferencial 

EHL Equilíbrio hidrófilo-lipófilo 

EM Emulsão 

EPP Eritrodisestesia palmo-plantar 

EU Eumulgin® HRE 40 

FA Fosfatase alcalina 

FCR Taxa de remoção fracionária 

FS Fosfatidilcolina de soja 

G*  Módulo de elasticidade complexo 

G’ Módulo de estocagem 

G” Módulo de perda 

G-6-PDH Glicose 6-fosfato desidrogenase 

GSH Glutationa  
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GTO Transaminase glutâmico oxalacética 

HEC Hidroxietilcelulose 

Hep-2 Células Epiteliais Humanas  

HK Hexoquinase 

ICC Insuficiência cardíaca congestiva  

i.p. Intraperitonial 

LDE  Microemulsões lipídicas 

LDH Lactato desidrogenase 

LDL Lipoproteína de baixa densidade 

LDL-r Receptores de lipoproteína de baixa densidade 

Lipo-DOX Lipossomas furtivos contendo doxorrubicina 

LMA Leucemia mielocítica aguda 

LNLs Laboratório Nacional de luz Sincotron (LNLs) 

MDA Malondialdeído 

MDH Maleato desidrogenase 

ME Microemulsões 

ME-DOX Microemulsãos contendo doxorrubicina 

ME-OS Microemulsão com oleato de sódio 

ML-Magh Nanopartículas de maghemita recobertas com citrato encapsulado 

em lipossomas  

NCI-H292 Carcinoma de pulmão 

NPM Nanopartículas magnéticas 

O/A Óleo em água 

ORPH Óleo de rícino polioxil-40-hidrogenado 

OS Oleato de Sódio 

PCS Espectroscopia de fotocorrelação 

PEG Polietilenoglicóis 

6 PG 6-Fosfogluconato 

PLGA Poli(ácido láctico co-glicólico) 

PP Fator de empacotamento 

Q Vetor de espalhamento 

RMN Ressonância magnética nuclear 

SANS Espalhamento de nêutrons a baixo ângulo  
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SAXS Espalhamento de raio-X a baixo ângulo 

SFM Sistema fagocítico mononuclear 

TAE Tumor ascítico de Erlich 
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Introdução 1

I. INTRODUÇÃO 

A nanotecnologia de sistemas de liberação prolongada de fármacos surgiu no início da 

década de 80, como um método comercialmente atrativo para administração de fármacos e 

obtenção de sua ação prolongada. Sistemas nanoestruturados são aplicáveis no controle da 

liberação de fármacos, modulando a velocidade com que estes atravessam as barreiras 

biológicas, penetram à circulação e atingem o alvo farmacológico. Além disso, podem atuar 

como sistemas de vetorização de fármacos, permitindo direcionar o fármaco no organismo 

evitando seu acúmulo em tecidos não específicos, tornando-o menos tóxico e elevando sua 

concentração no local em que deve exercer seu efeito farmacológico (OLIVEIRA e SCARPA, 

2001; OLIVEIRA et al., 2004). 

A literatura mostra que a biodisponibilidade de um fármaco pode ser modificada pelo 

uso de vetores medicamentosos e partículas poliméricas. Nanocarreadores coloidais 

proporcionam a liberação do fármaco no sítio de ação desejado (célula, tecido ou órgão), 

minimizando os efeitos colaterais que normalmente acompanham os medicamentos 

convencionais. A diminuição dos efeitos tóxicos dos quimioterápicos nos tecidos normais e o 

aumento da sua eficácia contra diversas doenças têm sido principalmente obtidos através do 

uso desses vetores nanoestruturados nos tratamentos com antineoplásicos (GIBAUD et al., 

1996; RODRIGUES et al., 2002).  

Dentre os vários sistemas nanoestruturados atualmente conhecido, as microemulsões 

(ME) têm sido utilizadas com sucesso como veículos para uma grande variedade de fármacos 

e substâncias biologicamente ativas como, por exemplo, antinflamatórios não esteroidais, 

vacinas a base de DNA, antineoplásicos e analgésicos (CORREA, 1996; DALMORA et al., 

2001; WARGAFTIGI, 2000; MARANHÃO et al., 2002).   

Os sistemas micro e nanoemulsionados são capazes de compartimentalizar fármacos 

nas gotículas da fase interna, as quais possuem propriedades físico-químicas bastante 

diferentes das do meio dispersante, induzindo modificações nas propriedades biológicas dos 

fármacos incorporados (BHARGAVA et al., 1987). Além disso, esses sistemas melhoram a 

solubilização de fármacos lipofílicos em água e os protegem contra hidrólise enzimática, além 

de aumentar o potencial de absorção devido à presença de tensoativo (FORMARIZ et al., 

2005).  

Umas das vantagens das ME frente a outros sistemas dispersos, tais como as 

suspensões, emulsões e lipossomas é sua estabilidade termodinâmica e consequentemente seu 

tempo de vida útil muito mais amplo (CRUZ e UCKUN, 2001). Esses sistemas representam 
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um eficiente veículo para administração de fármacos, permitindo adequada solubilização na 

fase interna, oleosa ou aquosa, ou na mistura fase interna/tensoativos (ACTIS et al., 1999). As 

ME O/A são eficientes veículos de administração “in vivo” e podem ser empregados para 

fármacos lipofílicos em especial aqueles que se solubilizam adequadamente na fase oleosa ou 

na mistura óleo/tensoativo (CONSTANTINIDES, 1995), enquanto que as ME A/O podem ser 

utilizadas para fármacos hidrofílicos. Esse sistema apresenta algumas vantagens tais como 

transparência, alta estabilidade, fácil preparação e capacidade de incorporar fármacos com 

diferentes propriedades físico-químicas (ABOOFAZELI et al., 2000).  

Entre as patologias atuais, as neoplasias constituem uma das maiores causas de morte 

da humanidade e, ainda hoje, esse perfil não se modificou consideravelmente, colocando as 

neoplasias como um sério problema de saúde pública no mundo (NOVAES e BEAL, 2004). 

No Brasil é a terceira causa de morte e vêm sendo indicadas nos inquéritos epidemiológicos 

como causa mortis muito freqüente em nosso país (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2007).  

O aumento mundial do número de casos de neoplasias tem provocado um avanço na 

pesquisa na busca de soluções para o controle desta patologia. Apesar dos inúmeros 

compostos naturais e sintéticos, utilizados no tratamento das neoplasias, as particularidades 

biológicas inerentes a cada tipo de tumor associadas aos mecanismos intracelulares de 

resistência farmacológica (de etiologia multifatorial) aos quimioterápicos que as células 

tumorais podem desenvolver, e efeitos colaterais graves, impulsionam a pesquisa de novos 

compostos com ação antineoplásica (GOMES e MILANEZ, 1997; FORMARIZ et al., 2004). 

As metodologias utilizadas no desenvolvimento de novos fármacos antitumorais vêm 

sendo extensamente aprimoradas, assim como as tecnologias para a otimização do efeito 

farmacológico dos fármacos já existentes, mas que têm seu uso limitado devido aos efeitos 

adversos severos. Neste contexto, o desenvolvimento de sistemas microemulsionados poderá 

proporcionar não somente o aumento da concentração de fármaco no sítio de ação desejado, 

reduzindo os efeitos colaterias de forma a permitir a utilização dos fármacos já existentes, 

principalmente os de administração endovenosa (FORMARIZ et al., 2004). 

A avaliação experimental “in vivo” e “in vitro” de efeito antitumoral mostram que os 

métodos de triagem de fármacos utilizados até 1985, são úteis para tumores de crescimento 

rápido, tais como as leucemias e linfomas, mas não para outros tipos de tumores. Realmente o 

sucesso da quimioterapia é maior para os tumores relacionados com o sistema 

hematopoiético, enquanto que para os tumores sólidos as alternativas são escassas. Com o 

aprimoramento da técnica de cultura de células foi possível no final da década de 80, a 

manutenção de diversas linhagens celulares oriundas de tumores humanos, as quais 
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possibilitaram o desenvolvimento da metodologia “in vitro”. O Instituto Nacional do Câncer 

dos Estados Unidos desenvolveu um painel de células cancerígenas que, atualmente, conta 

com 60 linhagens originadas de oito tipos de tumores sólidos (pulmão, melanoma, mama, rim, 

cólon, próstata, ovário, cérebro) e do sistema hematopoiético (leucemia) tornando possível à 

avaliação “in vitro” da atividade antiproliferativa de drogas antineoplásicas com rapidez e 

eficiência. Esse teste permite analisar um grande número de amostras, em um período 

pequeno, possibilitando resultados rápidos sobre a atividade de novas substâncias, naturais ou 

de síntese (MONKS et al., 1991).  

A avaliação experimental de efeito antitumoral também utiliza tumores experimentais 

oriundos de animais, sobretudo roedores, para realização dos testes preliminares “in vivo” 

(SOUSA, 2000). Os animais desenvolvem o câncer por mecanismos semelhantes aos 

humanos, há mais de cinco décadas, são conhecidos tumores que se desenvolvem 

espontaneamente em animais de laboratório, como ratos, camundongos, cuja morfologia, 

considerando os diferentes tipos histológicos como tumores de pele e estruturas associadas 

também são conhecidas (MELO, 1996). Esse fato é de suma importância na terapia 

antitumoral experimental, devido a não utilização de agentes químicos e físicos, localização 

superficial, similaridade com tumores humanos, a rápida evolução, a fácil reprodução através 

de transplantação e variadas possibilidades de diferentes abordagens experimentais, sejam 

métricas ou paramétricas (YOUNG e HALLOWES, 1973). 

A doxorrubicina (DOX) é um antineoplásico derivado das antraciclinas, com amplo 

espectro de ação, sendo um dos mais utilizados na terapêutica (MITRA et al., 2001) no 

tratamento de tumores sólidos e leucemias. Atua bloqueando a síntese de RNA, inibindo tanto 

a DNA como a RNA nucleotidiltransferases, através da intercalação entre os pares de bases 

dos ácidos nucléicos (MIGLIETTA et al., 2000; MITRA et al., 2001). Porém, em razão de 

sua ação inespecífica o fármaco também provoca efeitos colaterias, tais como 

cardiotoxicidade e mielossupressão, relacionados com a dose administrada que limitam a dose 

cumulativa máxima (SACCO et al., 2001). A dose administrada é de 1,2 a 2,4mg/Kg, 

intravenosamente a cada três semanas. Para contornar esses problemas, foi desenvolvido um 

sistema de lipossomas contendo DOX chamado CaelyxTM/Doxil ®, o qual encontra-se 

disponível no mercado farmacêutico (SCHERING-SCHERING-PLOUCH, 2004). Esse 

sistema veicula doses terapêuticas da DOX, diretamente para as células tumorais, 

apresentando toxicidade bastante reduzida (CALTEL et al., 2003). Porém, o Doxil ® apresenta 

algumas desvantagens na administração, pois deve ser reconstituído no momento do uso, 

sendo estável por apenas 24 horas depois de reconstituição, e seu custo é bastante elevado. 
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O desenvolvimento de ME contendo DOX podem diminuir sua toxicidade, mas testes 

toxicológicos devem ser realizados para garantir a segurança no uso da DOX quando 

incorporada neste sistema. 

A avaliação toxicológica consiste na análise de dados toxicológicos de um composto 

químico ou de uma substância, tendo como finalidade classificá-la toxicologicamente, 

fornecendo informações sobre a forma correta de seu emprego (LARINI, 1997). 

A toxicidade aguda é um dos testes utilizados na avaliação toxicológica e consiste em 

avaliar os efeitos adversos que ocorrem em um curto período de tempo após a administração 

de uma única dose ou múltiplas doses de determinada substância dentro de um período de 24 

horas (BARROS e DAVINO, 2003).  

A dose letal média (DL50) é utilizada para identificar a toxicidade relativa da 

substância em questão (DOX), representando a probabilidade de uma dose causar efeito letal 

em 50% dos animais de uma população. Estudos de toxicidade também podem indicar a dose 

mínima necessária para produzir uma resposta detectável em uma população em teste 

(BARROS e DAVINO, 2003).  

Dessa maneira é relevante o estudo de sistemas carreadores para DOX, na tentativa de 

melhorar a relação risco / efeito terapêutico através do aumento da eficácia terapêutica e 

diminuição dos efeitos colaterais. 
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II. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 MICROEMULSÕES 

A formação de microestruturas em soluções aquosas de tensoativos é um fenômeno 

comum de auto-organização molecular como forma de atingir a estabilidade termodinâmica. 

Esse fenômeno torna-se a base para a aplicação tecnológica dos tensoativos como sistemas 

organizados nas ciências biológicas. Moléculas de tensoativos comumente se auto-agregam na 

presença de água formando uma rica variedade de estruturas, quando são variados os 

parâmetros de concentração de tensoativos, presença de sal ou a temperatura. Em soluções 

diluídas, soluções isotrópicas de agregados micelares podem ser formadas, enquanto que em 

sistemas tensoativo-solvente em concentrações mais elevadas, fases líquido-cristalinas 

isotrópicas e anisotrópicas podem existir. Esses agregados tornam-se mais estruturados 

quando um óleo ou mesmo outros componentes, como outro tensoativo ou um álcool de 

cadeia média, é adicionado ao sistema tensoativo-água (EZRAHI et al., 1999).  

Dessa forma, a mistura de tensoativos com água, em determinadas proporções, na 

ausência ou na presença de substâncias lipofílicas pode formar diferentes tipos de agregados, 

entre os quais agregados polimorfos representados pelas emulsões (EM), microemulsões 

(ME) e mesofases liotrópicas - os cristais líquidos (CL), que estão intimamente ligados com a 

proporção e a natureza dos componentes da mistura (FORMARIZ et al., 2005).  

Uma parte desses trabalhos tem sido dirigida para o estudo de ME, CL e estruturas 

cristalinas de cristais de colesterol, visando ao aumento da solubilidade e da estabilidade de 

fármacos, a possibilidade de incorporação de fármacos hidrofílicos ou lipofílicos, a 

capacidade de agir como sistemas reservatórios, a diminuição da toxicidade, assim como a 

alteração da biodisponibilidade, dependendo do tipo de interação entre fármaco e o sistema de 

administração (CONSTANTINIDES et al., 1995; CONSTANTINIDES, 1995; BRINON et 

al., 1999; GABBOUN et al., 2001); pois as formas farmacêuticas antitumorais convencionais 

são relativamente simples: os fármacos solúveis e pouco solúveis em água são formulados na 

forma de pó liofilizado. Entretanto, essa formulação apresenta como inconveniente baixa 

estabilidade, inespecificidade e, portanto reduzida eficácia terapêutica. 

Assim, o desenvolvimento de novos sistemas de liberação de fármacos antitumorais 

para administração endovenosa tem sido um dos principais temas de pesquisa em tecnologia 

farmacêutica nos últimos anos. Entre as alternativas avaliadas, destacam-se principalmente as 

microemulsões (PRETE et al., 2006; FORMARIZ et al., 2006; DIAS et al., 2007).  
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O termo microemulsão foi introduzido na década de 40 por Hoar e Schulman para 

definir um sistema fluido e semi-transparente obtido pela titulação até o ponto de clarificação 

de uma emulsão simples com um álcool de cadeia média como o hexanol ou o pentanol. No 

ponto de clarificação não foi necessária agitação e uma dispersão transparente foi formada 

espontaneamente. Estes pesquisadores observaram, através de microscopia eletrônica, que as 

dispersões transparentes formadas eram constituídas de microgotículas de óleo em água (O/A) 

ou água em óleo (A/O), cercadas por um filme interfacial misto de tensoativo e co-tensoativo 

(álcool). O tamanho das gotículas variava de 100 a 600 nm, significativamente menores que 

os da emulsão simples inicial, justificando seu aspecto transparente e o termo microemulsão 

(Figura 1) (HOAR e SCHULMAN, 1943).  

 

 
FIGURA 1: Fotografia mostrando o aspecto de uma microemulsão em comparação com uma 

emulsão simples. 

(FORMARIZ et al., 2005) 
 

Este termo foi revisado muitas vezes e a definição atualmente mais aceita descreve as 

microemulsões como dispersões coloidais de água e óleo, estabilizadas por um tensoativo e 

por um co-tensoativo quando necessário, opticamente transparentes ou semi-transparentes, 

termodinamicamente estáveis, apresentam partículas de tamanho menor que 1,0µm e, 

portanto, passíveis de serem esterilizadas por filtração. Além disso, as microemulsões 

apresentam baixa viscosidade, possuem grande capacidade para o transporte de fármacos, 

demonstram comprovada propriedade promotora de absorção para os fármacos veiculados e 

são facilmente obtidas, sem a necessidade de utilização de equipamentos sofisticados e de 

componentes de custo proibitivo (CUNHA-JÚNIOR et al., 2003). 
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Entretanto, o termo microemulsão lipídica também chamada de LDE, foi introduzido 

somente na década de 80, por Maranhão e colaboradores para definir um sistema 

microemulsionado rico em colesterol obtido pela técnica de sonicação até o ponto de 

clarificação de uma ME comum (MARANHÃO et al., 1986). Esses sistemas diferem das ME 

comuns por apresentarem colesterol na sua formulação e capacidade de direcionamento para o 

interior das células tumorais, minimizando os efeitos tóxicos dessa classe de fármacos 

(MARANHÃO et al., 1992).  

Ambos os sistemas, microemulsionados comuns e microemulsionados lipídicos 

diferem das emulsões simples por apresentarem tensão interfacial bem menor (FLORENCE e 

ATTWOOD, 1998), já que as moléculas do co-tensoativo se intercalam entre as moléculas do 

tensoativo na interface óleo-água afetando a curvatura da gotícula. Esta baixa tensão 

interfacial promove a formação espontânea desses sistemas pseudomonofásicos, não havendo 

necessidade de imposição de uma força externa, além da formação de gotículas de tamanho 

reduzido e a estabilidade termodinâmica do sistema. Já as emulsões simples são dispersões 

grosseiras bifásicas, turvas ou leitosas, termodinamicamente instáveis e requerem energia 

externa para sua formação (TENJARLA, 1999).  A Tabela a seguir mostra as principais 

diferenças entre as EM e ME. 

 

TABELA 1: Principais diferenças entre as emulsões e microemulsões (TENJARLA, 1999). 

EMULSÕES MICROEMULSÕES 

Termodinamicamente instáveis tendendo a 

separação de fases 

Termodinamicamente estáveis 

Diâmetro das gotículas da ordem de 2000-

100000Å 

Diâmetro das gotículas da ordem de 1000-

20000nm 

Sistemas relativamente estáticos Sistemas altamente dinâmicos 

Área interfacial moderadamente grande Área interfacial bastante grande 

Pouco tensoativo é requirido para estabilização Grande quantidade de tensoativo é necessária 

para estabilização 

Pequena curvatura da interface O/A O filme interfacial pode estar altamente curvado 

 

A principal desvantagem desses sistemas microemulsionados relaciona-se à utilização 

de elevadas concentrações de tensoativos e co-tensoativos em relação às emulsões, 

possibilitando a ocorrência de irritação no local de aplicação. Assim, esses adjuvantes, além 
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de apresentarem como objetivo principal permitir a formação dos sistemas devem, também, 

ser atóxicos e apresentar registro para emprego em produtos farmacêuticos. Entretanto, esta 

limitação varia dependendo do uso pretendido para a preparação em questão, havendo maior 

disponibilidade de substâncias para produtos que visam à administração cutânea, maiores 

restrições aos que se destinam à via oral e, principalmente, aos que devem ser preparados de 

forma estéril (parenterais e oftálmicos) (CUNHA-JÚNIOR et al., 2003). 

2.1.1 Principais componentes utilizados no preparo de microemulsões destinadas à 

aplicação parenteral em oncologia 

Um dos maiores problemas associados ao desenvolvimento de sistemas de liberação 

de fármacos é a escolha dos constituintes. Essa escolha deve ser bastante criteriosa, e deve 

atender alguns requisitos, tais como, não irritabilidade, atoxicidade, capacidade de formar o 

sistema desejado (LAWRENCE e REES, 2000).    

A) Agentes tensoativos 

A molécula de um tensoativo pode ser encontrada como um monômero em solventes 

hidrofílicos apenas quando sua concentração é baixa, uma vez que a interação entre a cauda 

apolar e o meio aquoso é altamente desfavorável. O aumento da concentração do tensoativo 

requer que as moléculas se ordenem, de maneira a reduzir a interação entre as caudas apolares 

e o meio hidrofílico. Uma vez atingida a concentração micelar crítica, ocorre à formação de 

micelas, e as moléculas do tensoativo passam a interagir entre si. Três interações são 

dominantes e determinam o número de moléculas ideal para a formação e o formato do 

agregado: repulsão entre os grupamentos polares, interações entre as cadeias apolares e entre 

as interfaces polar-apolar. A redução ou o aumento da concentração do solvente ou alteração 

da temperatura favorece a formação de diferentes sistemas tais como os líquido-cristalinos, as 

ME e as EM sendo que as interações intermicelares, associadas às interações entre as 

moléculas da micela e à geometria do tensoativo influenciam o tipo de sistema formado 

(GUSTAFSSON et al., 1997). 

O fator de empacotamento (Pp) é um parâmetro útil para predizer a mesofase 

preferencialmente formada por um composto anfifílico, uma vez que relaciona o formato da 

molécula com propriedades que influenciam a curvatura da interface polar-apolar e, 

conseqüentemente, o tipo de agregado formado. O Pp pode ser calculado usando a seguinte 

equação (MITCHELL e NINHAM, 1981):  
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La
VhPp
o ×

=  

 

sendo, Pp o fator de empacotamento, Vh volume da cauda hidrocarbonada, L o comprimento 

do anfifílico e a0 à área da cabeça polar. A Figura 2 relaciona o parâmetro de empacotamento 

com os tipos de fases formadas. 

 

 
FIGURA 2: Seqüência idealizada de estruturas líquido-cristalinas, micelares e 

microemulsionadas formadas dependendo do parâmetro de empacotamento (ditado pela 

geometria da molécula), teor de água e temperatura, em que Vh/ao.L é o fator de 

empacotamento. 

                                                                     (BORNÉ et al., 2001) 

 

Os agentes tensoativos são substâncias caracterizadas pela presença de uma região 

polar e outra apolar em suas estruturas moleculares. Podem formar microemulsões do tipo 

água em óleo (A/O) ou óleo em água (O/A) ou estruturas bicontínuas (Figura 3), as quais são 

definidas, principalmente, pelo equilíbrio apresentado entre a parte polar e a apolar do 
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emulsionante empregado, denominado tecnicamente de Equílibrio-Hidrófilo-Lipófilo (EHL). 

O EHL é numericamente representado em uma escala com valores que vão de zero a vinte, 

em função do tamanho da cadeia polar presente nas moléculas do tensoativo. Assim, valores 

inferiores a oito indicam predominância da parte apolar, tornando-as adequadas para o 

preparo de microemulsões A/O. Ao contrário, valores superiores a oito apontam a prevalência 

da região polar e o emprego dessas substâncias na obtenção de microemulsões O/A (ZANIN 

et al., 2002). E valores iguais a oito apontam o processo de inversão de fases e, portanto a 

formação de microemulsões com estruturas bicontínuas, as quais contêm volumes relativos 

aproximadamente iguais entre a fase aquosa e oleosa (LAWRENCE e REES, 2000; 

FORMARIZ et al., 2005).  

 

 
FIGURA 3 - Representação esquemática da organização das microemulsões. 

(FORMARIZ et al., 2005) 

 

Os principais tensoativos utilizados no preparo de microemulsões são aqueles de 

natureza não iônica, como os copolímeros dos óxidos de etileno e propileno (“poloxamers”), 
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polissorbatos e polietilenoglicóis (PEG). Os tensoativos iônicos são geralmente tóxicos para 

utilização em microemulsões destinadas à aplicação parenteral, principalmente se considerar a 

elevada concentração necessária dessas substâncias para a estabilização da grande área de 

interface formada entre as fases oleosa e aquosa (CUNHA-JÚNIOR et al., 2003). Entre os 

principais representantes dos grupos de tensoativos citados, destaca-se a utilização do óleo de 

rícino polioxil- 40 - hidrogenado (Eumulgin HRE® 40) (FORMARIZ et al., 2006), poloxamer 

188, do polissorbato 80 e do PEG 200 devido, principalmente, à baixa viscosidade 

apresentada por estes, o que contribui com a praticidade do processo de preparação do sistema 

e não influencia significativamente nas propriedades reológicas do produto obtido (CUNHA-

JÚNIOR et al., 2003). 

Microemulsões com tamanho de gotículas da fase interna na faixa de 100-200nm, 

administradas por via endovenosa, geralmente são rapidamente removidas da circulação 

sanguínea pelo sistema fagocítico mononuclear (SFM). Dessa forma, a presença de 

polioxietileno nos sistemas microemulsionados ajuda a evitar que as ME sejam rapidamente 

removidas da circulação (LEE et al., 1995; LIU e LIU, 1995). Esse procedimento prolonga a 

meia vida plasmática do fármaco, permitindo o direcionamento passivo para os pulmões, rins, 

e áreas de inflamação (LEE et al., 1995). 

Os tensoativos de natureza anfótera, como os fosfolipídeos (principalmente, a 

fosfatidilcolina de soja [Epikuron®200]) (Figura 4), apresentam baixa toxicidade e são 

substâncias utilizadas de maneira corriqueira na produção de microemulsões lipídicas 

injetáveis como, por exemplo, em formulações destinadas à nutrição parenteral e 

quimioterapia. Elas estão entre os principais tensoativos utilizados no preparo de 

microemulsões. Entretanto, na utilização dessas substâncias é necessário observar o grau de 

pureza por elas apresentado, pois suas propriedades físicas e tensoativas dependem da 

composição e da concentração dos fosfolípides e dos ácidos graxos presentes em cada amostra 

(VANDAMME, 2002).  
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FIGURA 4: Estrutura química da fosfatidilcolina. 

Em que R1 e o R2, são ácidos graxos, o quais podem ser diferentes ou idênticos. 

B) Co-tensoativos 

Os co-tensoativos são responsáveis pela redução adicional da tensão interfacial 

necessária para a formação e estabilidade termodinâmica das microemulsões, além de 

promoverem fluidificação do filme interfacial formado pelo tensoativo, impedindo na maioria 

das vezes a elevação da viscosidade do sistema obtido (CUNHA-JÚNIOR et al., 2003). 

Os principais co-tensoativos utilizados no preparo de microemulsões são álcoois e 

glicóis de baixa massa molecular e que apresentam uma cadeia carbônica entre dois e dez 

carbonos. Uma avaliação criteriosa da toxicidade do co-tensoativo a ser empregado no 

preparo de uma microemulsão é considerada de fundamental importância na elaboração de 

uma formulação desse tipo de sistema, tendo em vista que essas substâncias podem apresentar 

efeitos irritantes significativos, como por exemplo, os álcoois de baixa massa molecular 

(CUNHA-JÚNIOR et al., 2003).  

Assim, o co-tensoativo mais utilizados em preparações farmacêuticas injetáveis 

destinadas à nutrição parenteral e quimioterapia é o oleato de sódio (Figura 5) (FORMARIZ 

et al., 2006; FAMAP, 2008). Esse tensoativo é classificado como um tensoativo do tipo 

aniônico possui EHL igual a 18, e é utilizado como agente solubilizante (LACHMAN et al., 

2001). 

 

O

O Na

 
FIGURA 5: Estrutura química do oleato de sódio. 
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C) Fase oleosa 

Os principais parâmetros relacionados com a escolha da fase oleosa a ser empregada 

no preparo de uma microemulsão estão relacionados, principalmente, à possibilidade de 

obtenção do próprio sistema e das características de solubilidade do fármaco a ser veiculado 

(CUNHA-JÚNIOR et al., 2003).  

Os óleos de elevada cadeia carbônica não permitem a obtenção de microemulsões e 

aqueles de natureza menos apolar (triglicérides, principalmente) permitem a dissolução de 

maiores concentrações de farmacos lipossolúveis. Assim, entre os principais óleos estudados, 

destaca-se o triglicerídio de cadeia longa (TCL) de origem vegetal, o triglicerídio de cadeia 

média (TCM) que tem sido utilizado sozinho ou em combinação com o TCL (TROTTA et al., 

2002), o miristato de isopropila, o óleo de soja e o MyglyolÒ 812 (triésteres de glicerol dos 

ácidos cáprico e caprílico). O grau de pureza destes óleos deve ser elevado, no sentido de 

prevenir a ocorrência de irritação que pode ser provocada pelos contaminantes presentes em 

óleos com baixa pureza (CUNHA-JÚNIOR et al., 2003). 

A literatura também mostra o efeito do colesterol (colest-5en- 3β-ol) (Figura 6) como 

fase oleosa nas propriedades estruturais e termodinamicas de microemulsões lipídicas 

(STIDDER et al., 2005). Os resultados mostraram que o aumento da concentração de 

colesterol no sistema favorece a sua cristalização, ocorrendo na forma de bicamadas 

lamelares, levando a uma estrutura com menor mobilidade (STIDDER et al., 2005). 

Entretanto, quando a concentração de colesterol excede o limite de solubilidade na bicamada 

lipidica, a deposição de cristais de colesterol é observada (LOOMIS et al., 1979). Dessa 

forma, dependendo da proporção colesterol/tensoativo fases liquido-cristalinas isotrópicas e 

anisotrópicas podem existir uma vez que esses agregados podem originar diferentes 

microestruturas, tais como fases cúbicas, hexagonais e lamelares, além de cristais de 

colesterol (BRINON et al., 1999; EZRAHI et al., 1999; EPAND et al., 2000; 2001; FARKAS 

et al., 2001). Essas várias formas de agregação do colesterol podem influenciar 

diferentemente a velocidade de liberação dos fármacos antitumorais neles incorporados 

(FORMARIZ et al., 2007; 2008). 
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FIGURA 6: Estrutura química do colesterol. 

 

Halbert e colaboradores (1984) incorporaram agentes antineoplásicos lipossolúveis em 

sistemas microemulsionados lípidicos, a partir da mistura de agentes citotóxicos lipossolúveis 

em lipoproteínas de baixa densidade (LDL) que é o maior carreador de colesterol no plasma 

humano. É uma partícula esférica, com aproximadamente 200Å de diâmetro, a qual apresenta, 

em seu interior, ésteres de colesterol circundados por uma monocamada de fosfolipídio e 

colesterol livre. Esses carreadores apresentam grande potencial de direcionamento de 

fármacos antitumorais, pelo fato que as células tumorais durante o processo de divisão celular 

requerem grande quantidade de colesterol para síntese da membrana celular, resultando no 

aumento da expressão de receptores de LDL (LDLr) (FORMARIZ et al., 2004).  

Neste contexto, quando ocorre a incorporação de fármacos antitumorais nas gotículas 

de LDL rica em colesterol, estas irão liberar as citotoxinas para as células tumorais, 

produzindo um sistema de liberação específica de fármacos antitumorais, podendo aumentar o 

efeito antitumoral, reduzindo a toxicidade potencial do fármaco sobre as células normais 

(MARANHÃO et al., 1994).  

O uso do colesterol como fase oleosa pode modificar profundamente a velocidade de 

liberação de fármacos antitumorais, oferecendo benefícios que incluem o aumento da 

solubilidade e o direcionamento para sítios especificos, diminuindo a toxicidade e 

aumentando a eficácia clínica de fármacos (AZEVEDO et al., 2005; PRETE et al., 2006; 

DIAS et al., 2007). 

D) Fase aquosa 

A literatura relata que na composição da fase aquosa pode ser necessária a adição de 

tampões e/ou agentes isotonizantes tendo como finalidade à obtenção e manutenção de um pH 

favorável garantindo assim, o efeito terapêutico e à estabilidade do fármaco (CUNHA-
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JÚNIOR et al., 2003). Dessa maneira, utilizou-se como fase aquosa o tampão Tris-HCl 

0,01M pH 7,2 uma vez que a microemulsão utilizada irá ser aplicada pela via parenteral. 

2.1.2 Preparo e caracterização das microemulsões destinadas à aplicação parenteral em 

oncologia 

Na preparação das microemulsões, a construção de diagramas de fase pode ser uma 

ferramenta fundamental para caracterizar em que condições experimentais as ME existem e 

em que proporções dos componentes outras estruturas tais como EM e CL podem estar 

presentes. A partir desses dados, pode-se selecionar a região do diagrama de fases que mais 

convenientemente represente a condição mais apropriada para que o fármaco antitumoral seja 

incorporado (FORMARIZ et al., 2005). 

Os diagramas pseudoternários podem ser obtidos a partir de dados de titulação ou pela 

preparação de amplo número de amostras com diferentes proporções dos componentes. A 

vantagem do primeiro método é que este pode ser usado para estudar amplo número de 

amostras de diferentes composições de maneira rápida (BHARGAVA et al., 1987; 

LAWRENCE e REES, 2000). Normalmente, os sistemas microemulsionados podem ser 

diferenciados visualmente dos outros sistemas, uma vez que os demais sistemas apresentam-

se como emulsões líquidas opacas, emulsões géis opacas, representadas por sistemas de 

viscosidade elevada, ou com separação de fases. Já os sistemas microemulsionados líquidos 

são caracterizados como sistemas semi-transparentes ou opticamente transparentes 

(FORMARIZ et al., 2005) e os sistemas géis são caracterizados como cristais líquidos. 

É importante ressaltar, que após a seleção dos constituintes da formulação, um 

diagrama é construído, assumindo-se que as microemulsões são sistemas formados por três 

componentes: fase aquosa, fase oleosa e uma mistura de tensoativos (tensoativo/co-

tensoativo), sendo que cada vértice do diagrama indica um destes componentes. Qualquer 

combinação dos constituintes pode ser representada como porcentagem no diagrama 

(CUNHA-JÚNIOR et al., 2003). 

Entretanto, devido à complexidade e ao longo tempo investido no preparo desses 

diagramas, o método da titulação com co-tensoativo pode ser utilizado (Figura 7). Neste 

método, pela adição da fase aquosa, fase oleosa e tensoativo é formada uma emulsão inicial 

de aspecto leitoso. Esse sistema é então titulado com o co-tensoativo até obtenção da 

microemulsão, caracterizada pelo aspecto transparente ou semi-transparente (CUNHA-

JÚNIOR et al., 2003).  
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Por outro lado, as microemulsões lípidicas ricas em colesterol usadas na terapia do 

câncer podem ser preparadas por irradiação de ultrassom, ou seja, pela técnica de sonicação 

(MARANHÃO et al., 1992; FORMARIZ et al., 2006) envolvendo alta energia a qual 

proporciona valores transientes negativos para tensão interfacial. Quando o fornecimento de 

energia é cessado o sistema tende ao equilíbrio energético caracterizado pela formação da 

microemulsão (MARANHÃO et al., 1992; 1994; 2002; OLIVEIRA et al., 2004; FORMARIZ 

et al., 2006).    

 

 

Co-tensoativo 

Emulsão Microemulsão 

 
FIGURA 7: Método da titulação com co-tensoativo utilizado para o preparo das 

microemulsões. 

(CUNHA-JÚNIOR et al., 2003). 

 
Um sistema de classificação que define os vários equilíbrios existentes entre a 

microemulsão e as fases aquosa e oleosa foi proposto (WINSOR, 1948). Foram estabelecidos 

quatro tipos de sistemas:  

1) Winsor I - É representado pelo equilíbrio entre a fase emulsionada com a fase 

oleosa em excesso. Por possuir densidade menor que a da emulsão, a fase oleosa posiciona-se 

acima da emulsão;  

2) Winsor II - Representa o equilíbrio entre a fase emulsionada e a fase aquosa em 

excesso. Por possuir densidade menor que a da fase aquosa, a emulsão posiciona-se na parte 

superior à fase aquosa; 

  3) Winsor III - Existem três fases em equilíbrio, óleo, emulsão e água, em que o óleo é 

a fase superior, a emulsão a fase intermediária e a água, a fase inferior;  

4) Winsor IV - É um sistema em que apenas existe a fase microemulsão, isto é, um 

sistema visualmente monofásico. A Figura 8 mostra detalhes do sistema de Winsor. 
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FIGURA 8 - Representação da classificação de Winsor. A) Winsor I. B) Winsor III. C) 

Winsor II. D) Emulsão homogênea. E) Winsor IV. 
(FORMARIZ et al., 2005) 

Contrária a facilidade de preparação, a caracterização da microestrutura desses 

sistemas requer a aplicação de técnicas sofisticadas de análise, diferentes das utilizadas 

rotineiramente (LAWRENCE e REES, 2000). Algumas propriedades físicas são de obtenção 

relativamente simples, em que se utilizam medidas de densidade, viscosidade, espalhamento 

de luz, índice de refração, condutividade e tensão superficial. Entretanto, para caracterização 

da natureza isotrópica, são utilizadas técnicas de microscopia de luz polarizada, espalhamento 

de raios-X a baixo ângulo (SAXS), espalhamento de nêutrons a baixo ângulo (SANS), 

ressonância magnética nuclear (RMN), dispersão dinâmica, estática e eletroforética da luz, 

difração de raios-X, microscopia eletrônica de criofractura, difração de nêutrons, calorimetria 

exploratória diferencial (DSC) e microscopia eletrônica, técnicas nem sempre disponíveis 

com facilidade (CUNHA-JÚNIOR et al., 2003; FORMARIZ et al., 2005). 

2.1.3 Microemulsões lipídicas como nova perspectiva de tratamento do câncer 

Nas últimas décadas, numerosos estudos demonstraram que a biodisponibilidade de 

um fármaco no organismo pode ser modificada pelo uso de nanocarreadores. O objetivo 

principal dos trabalhos empregando nanotecnologia farmacêutica consiste em obter sistemas 

de liberação prolongada de medicamentos mais eficazes e menos tóxicos com maior 

especificidade para tecidos alvos. Microemulsões contendo lecitinas na superfície e ricas em 

colesterol são propostas como carreadores de fármacos. Os trabalhos apresentam caráter 

multidisciplinar o qual associa a físico-química interfacial que fornece suporte no estudo da 

estabilidade de nanosistemas terapêuticos e a farmacologia que permite o estudo 

farmacocinético e biodisponibilidade dos produtos farmacêuticos. Fármacos encapsulados em 
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nanosistemas são utilizados para o tratamento do câncer. Inovações consistem na utilização de 

microemulsões para solubilização de fármacos com diferentes propriedades físico-químicas 

no tratamento do câncer (MARANHÃO et al., 1994; 2002; VALDULGA et al., 2003; 

AZEVEDO et al., 2005; FORMARIZ et al., 2006; DIAS et al., 2007). 

A literatura mostra que quando os fármacos são incorporados em sistemas 

microemulsionados, o transporte é maior do que em cristais líquidos. Esse fato pode ser 

atribuído às diferenças estruturais desses sistemas, os quais restringem o movimento das 

moléculas do fármaco, e às interações soluto-solvente no ambiente anisotrópico e isotrópico, 

visto que os cristais líquidos apresentam alta energia de ativação de difusão de fármacos e 

baixa difusividade de fármaco (GABBOUN et al., 2001; FORMARIZ et al., 2005). 

Maranhão e colaboradores, em 1993, demonstraram que uma microemulsão lipídica 

(LDE) com composição semelhante à LDL humana, com exceção da parte protéica, ao ser 

injetada na circulação plasmática, entra em contato com as lipoproteínas naturais, adquire 

Apo E, que é reconhecida pelo receptor da LDL. A Apo E serve para LDE ligar-se ao 

receptor, sendo captada para o interior da célula (Figura 9). 

 

 

FIGURA 9: Mecanismo de ação das microemulsões denominadas de LDE nas células 

tumorais e normais. 

(MARANHÃO, 2001)  

 

Essa hipótese foi inicialmente comprovada em pacientes com leucemia mielocitica 

aguda (LMA). Verificou-se que a LDE foi removida com velocidade muito maior nos 

pacientes com LMA do que nos controles. Em contrapartida, após os pacientes serem tratados 
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com esquemas quimioterápicos convencionais e atingido completa remissão da doença, a 

remoção plasmática da LDE tornava-se mais lenta, normalizando-se. Isto mostrava que as 

células de LMA, com receptores em número muito maior, provocaram remoção acelerada 

desta ME. Quando estas foram destruídas pela quimioterapia, a remoção era normalizada. 

Neste trabalho, também se demonstrou à captação da LDE pela medula óssea infiltrada de 

célula de LMA de maneira direta, por meio de imagens de Medicina Nuclear obtidas com 

LDE marcada com Tecnécio99m. Neste experimento comprovou-se que 70% da LDE injetada 

foi captada pelas células leucêmicas (MARANHÃO et al., 1994). 

Neste contexto, microemulsões lipídicas ricas em colesterol do tipo O/A são 

alternativas interessantes como sistemas de liberação de fármacos antitumorais. A estrutura 

básica da microemulsão lipídica é um lipídio neutro na região interna, como, por exemplo, um 

triglicerídio líquido, estabilizado por lipídios anfifílicos, como os fosfolipídios. Esse sistema 

pode solubilizar quantidade considerável de fármacos lipossolúveis no domínio hidrofóbico 

da fase interna oleosa (LUNDBERG et al., 1996; FORMARIZ et al., 2005). 

Em 1997, Cortesi e colaboradores, utilizaram os sistemas microemulsionado lipídicos 

para solubilizar a Camptotencina, um alcalóide citotóxico bastante utilizado no tratamento de 

paciente com câncer, em especial pulmão, ovário e mama. A solubilidade desse fármaco é 

muito baixa, cerca de 1,3mg/mL. Isto causa sério inconveniente aos pacientes, uma vez que 

este medicamento só pode ser administrado, através de infusões contínuas ou múltiplas 

injeções diárias, o que resulta em vários efeitos adversos: neutropenia, trombocitopenia, 

anemia, alopecia, náusea, vômitos, diarréia e erupções cutâneas. 

Os sistemas microemulsionados lipídicos aumentaram consideravelmente a 

solubilidade da Camptotencina, pois esta chegou a 500mg/mL. Esse efeito, associado à maior 

penetração em membranas biológicas, pode contribuir para um aumento da absorção 

gastrointestinal dos alcalóides e então facilitar a administração oral (CORTESI e 

NASTRUZZI, 1999). 

Recentemente, confirmou-se a captação e a concentração da LDE em tumores sólidos. 

Estudos realizados em pacientes com câncer de ovário e de mama revelaram que a LDE 

concentrava-se mais nos tecidos tumorais. A captação, no câncer de ovário foi cerca de 10 

vezes maior do que no tecido normal (ADES et al., 2002). Por outro lado, no carcinoma de 

mama foi 4 vezes maior (GRAZIANI et al., 2002). Estes experimentos comprovam, que é 

possível direcionar um veículo nanoestruturado para o tecido tumoral.    

Estudos demonstram que a carmustina apresentou-se estável quando incorporada em 

LDE, além de minimizar a toxicidade em ratos. Já através dos estudos de incubação de 
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linhagens neoplásicas e de células normais, pode-se verificar que sua atividade citotóxica foi 

preservada (MARANHÃO et al., 2002). 

Em seguida, avaliou-se a ação terapêutica do complexo LDE – carmustina, na dose de 

180mg/m2 de superfície corpórea, em um grupo de pacientes com melanoma múltiplo ainda 

não tratados. Os resultados mostraram que os níveis de imunoglobulina M secretada pelas 

células do mieloma, decresceram em mais de 60%, sem que tenham ocorrido efeitos colaterais 

importantes, além da melhora clínica dos seis pacientes (HUNGRIA et al., 2004). 

Em 2003, Valdulga e colaboradores, avaliaram a associação de etoposide com LDE 

quanto à estabilidade físico – química, a atividade citotóxica e toxicidade em ratos. 

Demonstraram que esta associação era estável, com preservação da atividade citostática do 

fármaco, além de baixa toxicidade em animais. 

A estabilidade da associação de etoposide a uma microemulsão lipídica rica em 

colesterol também foi avaliada em mulheres com carcinoma de ovário, mostrando que a maior 

parte do fármaco mantém-se nas gotículas da ME até a remoção da circulação e a 

internalização pelas células. Além de apresentar maior concentração no tecido ovariano 

neoplásico do que no tecido nomal (AZEVEDO et al., 2005).      

Posteriormente, ocorreu à associação de paclitaxel a LDE. Esta mostrou toxicidade 

menor e aumento da atividade antitumoral do fármaco quando testada em modelo murino de 

melanoma B16. Nesse estudo também, investigou-se os parâmetros farmacocinéticos do 

oleato de LDE-paclitaxel e a habilidade da LDE de concentrar o fármaco no tumor em oito 

pacientes com neoplasia do trato genital feminino. Os resultados mostraram que a taxa de 

remoção fracionária (FCR) de LDE e da associação LDE-paclitaxel eram similares. A FCR do 

oleato de paclitaxel associado à LDE foi menor do que do paclitaxel comercial. A meia vida 

plasmática e a área sob a curva (AUC) do LDE-paclitaxel foram maiores do que as do 

paclitaxel comercial. A quantidade de LDE-paclitaxel e de LDE no tumor foi 

respectivamente, 3,6 e 3,5 vezes maior do que nos tecidos normais. A associação a LDE 

parece ser uma alternativa no tratamento dos tumores ginecológicos (DIAS et al., 2007). 

A literatura mostra que a incorporação da DOX em microemusões lípidicas ricas em 

colesterol é dependente do valor de pH sendo possível a incorparação de até 2,24mg/mL de 

DOX (FORMARIZ et al., 2006). Os resultados também mostraram que o perfil de liberação 

de DOX “in vitro” quando veiculadas em ME é mais prolongado principalmente quando a 

fração de colesterol aumenta (FORMARIZ et al., 2007; 2008). Além desses sistemas 

preservarem a atividade antiproliferativa da DOX em culturas de células “in vitro” 
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(FORMARIZ, 2004). Assim, essas ME podem ser utilizadas como nanocarreadores de 

fármacos na terapia do câncer. 

O futuro das microemulsões na terapia do câncer para liberação prolongada de 

fármacos na área oncológica parece ser promissor. O estudo de fármacos antitumorais 

encapsulados em microemulsões abriu a possibilidade do desencadeamento de respostas 

antitumorais com níveis plasmáticos adequados com apenas uma única dose injetável, a qual 

seria equivalente ao uso de várias doses, em razão da liberação lenta e/ou programada dos 

fármacos. Esforços para aumentar o índice terapêutico dessas moléculas têm sido 

substancialmente direcionados no sentido do desenvolvimento de sistemas de liberação 

específicos. As microemulsões lípidicas ricas em colesterol tem proporcionado amplas 

oportunidades para novas formulações e sistemas de liberação para grande variedade de 

substâncias difíceis de formular, tais como o paclitaxel, etoposide, camptotencina, carmustina, 

doxorrubicina, entre outros (CORTESI et al., 1997; CORTESI e NASTRUZZI, 1999; 

MARANHÃO et al., 2002; VALDULGA et al., 2003; HUNGRIA et al., 2004; AZEVEDO et 

al., 2005; FORMARIZ, 2004; DIAS et al., 2007). 

O desenvolvimento de microemulsões lipídicas ricas em colesterol quando associadas 

aos fármacos antitumorais como, por exemplo, a doxorrubicina pode proporcionar um 

incremento de sua eficácia com redução de sua toxicidade e a um custo extremamente menor 

que lipossomas ou outros complexos lipídicos de custo elevado, disponíveis no mercado 

internacional. 

2.1.4 Doxorrubicina como modelo de fármaco antitumoral utilizado na terapia do 

câncer 

Muitos quimioterápicos têm sido amplamente utilizados na prática da quimioterapia. 

Os antibióticos obtidos por fermentação natural, derivados de várias espécies do gênero 

Streptomyces, estão entre estes quimioterápicos. Alguns antibióticos atuam como citocidas 

levando as células neoplásicas a morte e outros agem como citostáticos interferindo no 

crecimento celular (ALTIERI, 2001; ASHIKAWA et al., 2004).  

O cloridrato de doxorrubicina (DOX) é um antibiótico antineoplásico do grupo das 

antraciclinas (Figura 10), isolado a partir de culturas fúngicas de Streptomyces peucetus var. 

caesius, relatado como de uso corrente em oncologia humana (SILVA e CAMACHO, 2005). 

Ela apresenta um anel de antraciclina em sua estrutura que se intercala entre os pares de 

nucleotídeos da dupla fita de DNA nas fases de transcrição e replicação. Produz radicais livres 

altamente reativos, que consequentemente lesam a membrana celular e o DNA, induzindo 
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lesões no miocárdio o que limita a dose a ser administrada (BOUKET et al., 1987; 

ASHIKAWA et al., 2004). 

 

 
FIGURA 10: Estrutura química da doxorrubicina. 

 

A DOX é ativa durante todo o ciclo de divisão celular, incluindo a interfase e tecidos 

de rápida proliferação. Os tecidos tumorais, células da medula óssea, mucosa gastrintestinal e 

oral e folículos pilosos são os mais sensíveis aos efeitos antiproliferativos da DOX. Ela não é 

absorvida pelo trato gastrintestinal, uma vez que o fármaco é irritante para os tecidos, 

devendo ser administrado pela via endovenosa (CHARROIS e ALLEN, 2004). 

Esse fármaco é metabolizado principalmente pelo fígado e, por isso pode induzir  

hepatotoxicidade. O seu principal metabólito é o 13-OH-doxorrubicinol, que possui certo grau 

de atividade antitumoral. Após a administração endovenosa, os níveis plasmáticos de DOX 

seguem um declínio multifásico, com uma meia vida terminal de 20 a 48 horas. A meia vida 

terminal do 13-OH-doxorrubicinol é similar a da DOX. A depuração plasmática varia de 8 a 

20mL/min/Kg e deve-se principalmente ao metabolismo e a excreção biliar. 

Aproximadamente 40% da DOX administrada é recuperada na bile ou fezes em 5 dias; 5 a 

12% do fármaco e os seus metabólitos aparecem na urina durante esse período (BOUKET et 

al., 1987; CHABNER e CALABRESI, 2001).    

A DOX pode induzir a apoptose por uma variedade de mecanismos incluindo a 

ativação de NF-Kβ, alquilação de macromoléculas, danos na membrana celular, mutações de 

DNA (SADZUKA et al., 2002; ASHIKAWA et al., 2004; WANG et al., 2004).  
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De acordo com Lorenzo e colaboradores (2002), Mathiasen e Jaattela (2002), uma via 

de indução de apoptose pela DOX é através da inibição de Bcl-2 e da liberação do citocromo 

c, com ativação das caspases 3 e 9 sugerindo o envolvimento mitocondrial. 

Recentemente Wang e colaboradores (2004) observaram apoptose em adenocarcinoma 

ovariano e neoplasias gliais, pela ação da DOX, através da ativação da caspase 3 e pela ação 

da proteína p53.                

Clinicamente, a DOX tem atividade significativa contra considerável número de 

tumores, incluindo alguns que são geralmente refratários a outros fármacos. A DOX tem sido 

usada com êxito para produzir regressão em várias neoplasias (tumores malignos), tais como 

carcinoma da mama, pulmão, bexiga, tireóide e ovariano; sarcomas ósseos e dos tecidos 

moles; linfomas de Hodgkin e não-Hodgkin; neuroblastoma; tumor de Wilms; leucemia 

linfoblástica aguda e leucemia mieloblástica aguda. Esse fármaco tem proporcionado 

resultados positivos nos tumores superficiais da bexiga por administração intravesical 

(aplicação dentro da bexiga) após ressecção do tumor por via transuretral. Outros tumores 

sólidos têm respondido também, mas o estudo destes até o presente momento é muito 

limitado para justificar indicações específicas (BAPTISTA, 2005). 

A DOX é considerada um dos agentes mais ativos disponíveis para o tratamento 

quimioterápico do câncer e é parte importante de regimes curativos utilizados como adjuvante 

para o tratamento da doença em estádios precoces. A eficácia, entretanto, está associada a 

reações adversas que incluem granulocitopenia, náusea, vômitos, alopecia, reações de 

extravasamento, estomatite e cardiotoxicidade (BAPTISTA, 2005) mesmo respeitando-se a 

dose terapêutica e o intervalo de aplicação recomendados.  

No homem, o risco de cardiomiopatia grave e irreversível aumenta se a dose 

cumulativa máxima de 550 mg/m2 for excedida. As alterações patológicas e funcionais 

induzidas por antibióticos antraciclínicos no coração assemelham-se às da cardiomiopatia 

dilatada e incluem degeneração miocárdica com fibrose e inflamação, insuficiência 

miocárdica e dilatação cardíaca. A síndrome que resulta do efeito cardiotóxico da 

doxorrubicina é caracterizada, clinicamente, por insuficiência cardíaca congestiva (ICC), 

hipotensão, anormalidades eletrocardiográficas, arritmias e morte súbita (SILVA e 

CAMACHO, 2005). 

A lesão miocárdica induzida pela doxorrubicina é caracterizada, histologicamente, por 

degeneração vacuolar sarcoplasmática, miocitólise, atrofia de miócitos e fibrose (SILVA e 

CAMACHO, 2005). Segundo Defrancesco e Hauck (2000), essas alterações seriam 

responsáveis pelo déficit de contratilidade, pelas arritmias e anormalidades 
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eletrocardiográficas. Essa lesão cardíaca também pode ser caracterizada por aumento 

significativo dos níveis séricos do biomarcador creatinina kinase (CKMB) (SAAD et al., 

2001). 

A literatura também mostra que a DOX induz a lesão hepática e essa é conseqüência 

da indução de alterações peroxidativas em vários tecidos como, por exemplo, no fígado que é 

evidenciada pela elevação significativa na produção de malondialdeído (MDA) e pela 

depleção dos índices de glutationa (GSH) nos tecidos do fígado dos ratos. Essa lesão hepática 

é caracterizada por aumento significativo dos níveis séricos dos biomarcadores alanina de 

aminotransferase (ALT) e aspartato aminotranferase (AST) (SAAD et al., 2001). 

Caso um antracíclico seguro e bem tolerado encontrado seja equivalente em eficácia à 

doxorrubicina, essa pode eventualmente ser substituída na maioria dos tratamentos para 

câncer. A doxorrubicina lipossomal peguilada (DLP) pode atingir este objetivo se estudos 

clínicos forem desenhados e executados apropriadamente e se provarem eficácia equivalente e 

melhor tolerabilidade. Quando se atinge a dose cumulativa de doxorrubicina de 550 mg/m2 

espera-se que 7,5% dos pacientes tratados desenvolvam sinais e/ou sintomas de insuficiência 

cardíaca congestiva (ICC), segundo dados de um estudo retrospectivo publicado (VON-HOFF 

et al., 1979). Recentemente, uma análise de três estudos fase III realizada com 630 pacientes 

tratados com quimioterapia à base de antracíclicos (SWAIN et al., 2003) mostrou que eventos 

cardíacos podem ocorrer em doses cumulativas mais baixas. Nesta análise retrospectiva, a 

porcentagem cumulativa de pacientes expostos à doxorrubicina que desenvolveram ICC foi de 

5% com dose cumulativa de doxorrubicina de 400 mg/m2, 26% com dose de 550 mg/m2 e 

48% com dose de 700 mg/m2. 

Dessa forma, a incorporação da DOX tanto em sistemas transportadores matriciais 

(nano e micropartículas entre outros) como em sistemas reservatórios (microcápsulas, 

lipossomas entre outros) é uma estratégia para reduzir a hepato e a cardiotoxicidade 

cumulativa dose-relacionada da DOX convencional. 

2.1.4.1 Sistemas transportadores contendo doxorrubicina  

Na última década, houve um aumento extraordinário no número de tecnologias viáveis 

para o controle da biodistribuição de DOX. Esse aspecto está sendo explorado, visando à 

obtenção de sistemas particulados sólidos ou sistemas com menor grau de organização, como 

as micelas, os niossomas, os lipossomas e as microemulsões lípidicas. Sistemas de 

direcionamento passivo de DOX com acúmulo em determinada região do tumor podem ser 
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desenvolvidos, devido às propriedades intrínsecas dos materiais ou dos próprios sistemas 

(FORMARIZ et al., 2004). 

Os sistemas transportadores de DOX, nos quais ligantes específicos permitem que 

materiais sejam direcionados para locais específicos do organismo, também, estão sendo 

estudados. As tecnologias de liberação discutidas a seguir, podem ser usadas para prolongar a 

meia vida da DOX e, mais importante, controlar a sua liberação na corrente circulatória. 

Alguns dos novos sistemas, como os lipossomas de DOX, estão sendo usados correntemente 

na clínica médica. Adicionalmente, outros sistemas como os de DOX associada a partículas 

poliméricas e, possivelmente, os sistemas microemulsionados lípidicos contendo DOX entre 

outros possuem enorme potencial de serem transformados em produtos comerciais 

(FORMARIZ et al., 2004). A Figura a seguir mostra a representação esquemática de alguns 

sistemas transportadores de fármacos. 

 

 
A B 

                     
C D 

FIGURA 11: Representação esquemática de alguns sistemas transportadores de fármacos. A) 

Nanopartícula magnética encapsulada em lipossomas (SANTOS, 2007); B) Micelas 

(FORMARIZ et al., 2004); C) Microcápsulas; D) Micropartículas (SILVA, 2004).   
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A) Lipossomas 

Embora a indústria farmacêutica seja bem sucedida no descobrimento de novos 

fármacos citotóxicos que são candidatos em potencial para o tratamento do câncer, esta 

doença causa mais de seis milhões de mortes por ano em todo o mundo e este número 

continua crescente (ANDRESEN et al., 2005; BATISTA et al., 2007). A terapia com 

fármacos antineoplásicos tal como a DOX causa toxicidade sistêmica, resultando em 

citotoxidade para as células normais. Parte das células cancerígenas tem características muito 

comuns com as células normais, das quais foram originadas. Deste modo, torna-se difícil 

encontrar um alvo único contra o qual o fármaco possa ser direcionado. Os efeitos colaterais 

associados à quimioterapia limitam a dose ou doses cumulativas administradas aos pacientes 

que podem levar a metástase do tumor e, muitas vezes, o desenvolvimento de resistência 

contra o fármaco (SAPRA e ALLEN, 2003; BATISTA et al., 2007). 

Uma estratégia alternativa para estes inconvenientes é o uso de lipossomas como 

carreadores de DOX, para alcançar a acumulação seletiva do fármaco no tecido, onde se 

encontra o tumor ou nas células tumorais. Carreadores lipossômicos têm sido aceitos 

clinicamente no tratamento do câncer, visto que eles alteram a farmacocinética e 

biodistribuição da DOX (MAMOT et al., 2003; BATISTA et al., 2007). 

A encapsulação da DOX em lipossomos peguilados (Caelyx™/Doxil®, doxorrubicina 

lipossomal peguilada [DLP]) é uma estratégia para reduzir a cardiotoxicidade cumulativa 

dose-relacionada da doxorrubicina convencional (ALLEN e CHONN, 1987; GILL et al., 

1996). A tecnologia dos lipossomas possui aproximadamente 21 anos. A estrutura dos 

lipossomos é constituída de duas camadas lipídicas, e em seu interior encontra-se o fármaco 

de escolha. A diferença de DLP para os outros antracíclicos lipossomais é a cobertura da 

camada externa do lipossoma com polietilenoglicol (PEG), que confere a esta estrutura 

características únicas (GABIZON, 1994). 

O PEG altera substancialmente a farmacocinética do lipossoma circulante à medida 

que evita a detecção e destruição da DLP pelo SFM, o que prolonga a meia-vida, que é de 

aproximadamente 72 horas (GABIZON, 1994; GABIZON e MARTIN, 1997). A DLP 

permanece encapsulada até atravessar os capilares fenestrados tumorais, atingindo altas 

concentrações no tecido tumoral. Quando comparada aos tecidos normais, esta tecnologia 

(GABIZON, 1994) aumenta preferencialmente a captação pelos tecidos tumorais como 

sarcoma de Kaposi e câncer de mama (SYMON et al., 1999; LYASS et al., 2000). Estudos 

pré-clínicos e clínicos, incluindo biópsia cardíaca (BERRY et al., 1998; EARLY BREAST 
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CANCER TRIALISTS’ COLLABORATIVE GROUP, 1998; SAFRA et al., 2000), sugerem 

fortemente um perfil de favorável cardiotoxicidade para DLP se comparados com controles 

para DOX. 

Dois aspectos referentes à DLP são importantes: a meia-vida prolongada de DLP 

altera a farmacocinética e altera o perfil de toxicidade comumente relacionado aos 

antracíclicos e com o aumento de concentração nos tecidos tumorais proporcionado pelo PEG 

espera-se que aumente a eficácia do fármaco (LYASS et al., 2000).  

Leucopenia, alopecia, náusea e vômitos não são os maiores problemas quando se opta 

por DLP; além disso, deve-se atentar para o fato de que a droga não é vesicante. As maiores 

toxicidades de DLP são estomatite e eritrodisestesia palmo-plantar (EPP), que são dose 

(estomatite) e intervalo (EPP) dependentes (GABIZON e MARTIN, 1997). 

Caelyx™/Doxil® é equivalente à doxorrubicina convencional e pode substituí-la no 

tratamento do câncer, exceto em regimes quimioterápicos de dose-densidade. 

Caelyx™/Doxil® é uma nova opção terapêutica para idosos, pacientes com risco cardíaco 

aumentado e expostos previamente aos antracíclicos e possui risco de cardiotoxicidade 

significativamente menor que a doxorrubicina convencional (BAPTISTA, 2005). 

Outros estudos também mostram o uso da DOX lipossoma encapsulado 

(Caelyx™/Doxil®) (THAMM et al., 1997; POIRIER et al., 2002). Neles, observou-se 

toxicidade renal da formulação encapsulada de DOX, levando os pesquisadores à diminuição 

da dose (de 1,5mg/Kg para 1mg/Kg) ou a escolha da DOX não encapsulada. Além disso, a 

DOX encapsulada em lipossoma apresenta outras desvantagens uma vez que o produto tem 

que ser reconstituído em Dextrose a 5% em água não garatindo que toda a quantidade de 

DOX seja ressuspendida e, portanto administrada. Esse produto reconstituído deve ser 

utilizado no prazo de 24 horas e o custo é elevado (SCHERING-SCHERING-PLOUGH, 

2004), fato que limita o seu uso na terapia do câncer. 

Lukyanov e colaboradores (2004) modificaram lipossomas de longa duração contendo 

DOX, comercialmente disponíveis como Doxil®, com anticorpos monoclonais que 

reconhecem antígenos da superfície do tumor, que não são encontrados em células normais. 

Um aumento da citotoxidade desses lipossomas sítio-específicos foi constatado nos tumores.  

Em 2005, Santos desenvolveu lipossomas lectina-conjugada, preparados a partir da 

conjugação da lectina Con A a lipossomas contendo DOX denominado de Con A-lipossoma-

DOX. Os resultados mostraram a inibição de 70% e 50% da proliferação celular em linhagens 

humanas HEp-2 e NCI-H292, respectivamente enquanto a DOX em solução inibiu apenas 

20% desses linhagens humanas. A encapsulação de DOX em Con A-lipossoma levou a um 
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melhoramento na penetração do fármaco nas células tumorais, e como conseqüência ao 

aumento da citotoxicidade, especialmente em células HEp-2. A nanoencapsulação de 

fármacos anticancerígenos em lipossomas sítio-específico promove um aumento na eficácia 

do fármaco constituindo, portanto, uma forma potencial de administração de tais fármacos. 

De fato, Sadzuka e colaboradores (2006) também confirmaram que lipossomas com 

superfície modificada com PEG contendo DOX, agente antineoplásico, apresentaram 

capacidade furtiva (longa circulação) e com acumulação do fármaco na área tumoral. 

Em estudos recentes, Chou e colaboradores (2006), avaliaram a atividade da DOX 

encapsulada em lipossomas furtivos (Lipo-Dox®) em pacientes com carcinoma ovariano 

epitelial resistente à platina na dose de 45 mg/m2 a cada quatro semanas. A eficácia do Lipo-

Dox® foi constatada em câncer recorrente e platina-resistente. Um perfil de baixa toxicidade 

foi verificado com avaliação de parâmetros fisiológicos, bioquímicos e de imagem. 

B) Microesferas, microcápsulas e nanopartículas 

Desenvolvidas nos laboratórios da Faculdade de Farmácia da Universidade de 

Chatenay-Malabry por quinze anos, as microesferas e microcápsulas para quimioembolização 

são vetores de dimensões relativamente elevadas (100 a 800 µm) caracterizados por liberar 

uma substância antitumoral como, por exemplo, a DOX no seio do tumor. Os sistemas 

utilizados são maciços - microesferas - ou ocos - microcápsulas - contendo a DOX dissolvida 

ou dispersa no material constituinte destes sistemas.  Os materiais utilizáveis são de natureza 

variável (cera, etilcelulose, ácido polilático, copolímeros do ácido lático e glicólico), 

biodegradáveis ou não (PUISIEUX e ROBLOT-TREUPEL, 1988). 

As microcápsulas e microesferas são injetadas em porções sucessivas até obter a 

redução conveniente da circulação no seio da artéria a embolizar. Os vetores provocam deste 

modo uma necrose do tumor. A este efeito mecânico soma-se em seguida um efeito 

quimioterapêutico, devido à liberação da DOX no seio do tecido tumoral. Estes sistemas 

possuem a potencialidade de concentrar o fármaco no tecido doente e de desenvolver assim, 

sua eficácia. Deste modo, eles caracterizam-se também pelo efeito de reduzir a concentração 

do agente terapêutico em outros tecidos ou órgãos, reduzindo sua toxicidade (PUISIEUX e 

ROBLOT-TREUPEL, 1988).  
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Microesferas contendo DOX também têm sido desenvolvidas para administração 

subcutânea e intramuscular. A administração intramuscular e subcutânea de microesferas tem 

por objetivo atuar como sistema matricial no qual a DOX dispersa na matriz polimérica será 

liberada por tempo prolongado uma vez que o polímero será degradado lentamente e o 
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fármaco será liberado por difusão ou erosão. A velocidade de degradação do sistema é 

dependente da forma e do tamanho da partícula e do material utilizado (MALLERY et al., 

2000). Por outro lado, as microcápsulas administradas por essas mesmas vias têm por objetivo 

atuar como sistema reservatório no qual o fármaco como, por exemplo, a DOX se encontra 

em uma cavidade central envolta por uma membrana polimérica, a qual controla sua taxa de 

liberação (FIALHO e CUNHA-JÚNIOR, 2007).  

As nano e micropartículas diferem estruturalmente dos lipossomas e niossomas, 

porque são preparadas, a partir de polímeros, gerando uma matriz sólida, ao invés de terem 

um compartimento aquoso central. Usualmente, são obtidas, através da precipitação de 

polímeros solubilizados em uma das fases de uma emulsão (SCHOLES et al., 1993; SONG et 

al., 1997; KISSEL et al., 1996; FORMARIZ et al., 2004). 

Estes sistemas têm sido desenvolvidos visando inúmeras aplicações terapêuticas, 

sendo planejados, principalmente, para administração parenteral. Uma das áreas mais 

promissoras na utilização, principalmente das nanopartículas é a vetorização de fármacos 

antitumorais como a DOX, almejando uma distribuição mais seletiva da mesma e, assim, um 

aumento do índice terapêutico (SCHAFFAZICK et al., 2003). 

A tecnologia dos sistemas microparticulados foi avaliada em tumores experimentais, 

mas o elevado diâmetro das partículas nessas formulações somente permite a administração 

em algumas vias, limitando seu potencial. As micropartículas são geralmente administradas 

pelas vias intraperitonial, intramuscular, subcutânea ou diretamente no órgão doente e, em 

razão de suas dimensões maiores (10-160µm), são somente usadas para uma liberação 

prolongada da DOX. A DOX é gradualmente liberada por erosão ou por difusão do interior 

das partículas. A velocidade de liberação pode ser aumentada, diminuindo-se o peso 

molecular do polímero e o tamanho das partículas e também pelo controle da natureza do 

polímero/co- polímero (FORMARIZ et al., 2004). 

Micropartículas de resina de troca iônica contendo cloridrato de DOX (CODDE et al., 

1993) mostraram-se superiores ao fármaco livre, quando administradas através da artéria 

hepática. Aumento da atividade antitumoral também foi verificado em animais depois da 

administração intraperitonial de micropartículas de ácido poli-láctico contendo DOX (IKE et 

al.,1991).  Micropartículas também foram administradas diretamente no interior dos tumores 

sólidos aumentando a atividade antitumoral da DOX (WILLMOTT e CUMMINGS, 1987). 

Por outro lado, devido ao seu tamanho reduzido, as nanopartículas podem ser 

facilmente administradas por via endovenosa e usadas para direcionar a DOX para um tecido 

ou órgão particular. Para facilitar o direcionamento para tecidos tumorais a presença de 
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polioxietileno na superfície da partícula ajuda a evitar que as nanopartículas contendo DOX 

sejam rapidamente removidas da circulação sangüínea pelo SFM, principalmente 

representado pelas células Kupffer do fígado e macrófagos do baço. Nanopartículas 

estericamente impedidas (furtivas ou invisíveis) podem ser preparadas por revestimento com 

polioxietileno solúvel ou usando dialquil polioxietilenos e fosfolipídios (FORMARIZ et al., 

2004). 

O emprego potencial pode ser ilustrado pela publicação de Couvreur e colaboradores 

(1982), que utilizaram nanopartículas de polisobuticianoacrilato para desviar a DOX do 

músculo cardíaco, ao qual ela é particularmente tóxica.  Em camundongos, a concentração 

cardíaca do produto encontra-se consideravelmente reduzida, quando a DOX está associada às 

nanopartículas. 

Chiannilkulchai e colaboradores (1990) avaliaram a eficácia de nanopartículas furtivas 

contendo DOX após administração endovenosa, em um modelo de reticulosarcoma M5076, 

em camundongos. A eficácia do sistema foi verificada pela contagem de metástases e pelo 

ensaio de sobrevida dos animais. Os autores avaliaram que o acúmulo de nanopartículas 

contendo DOX nas células de Kuppfer criou um gradiente de concentração com uma difusão 

passiva e prolongada do fármaco livre através do tumor, resultando em uma elevada 

exposição das células neoplásicas ao fármaco.          

A literatura também relata que a liberação de DOX incorporada a nanopartículas de 

poli(cianoacrilato de iso-butila), pode ser prolongada e dependente da taxa de erosão da 

partícula. Em outro estudo, a cinética de liberação de DOX conjugada quimicamente ao grupo 

carboxílico terminal do poli(ácido láctico–co–glicólico) (PLGA), através de uma ligação 

éster, foi sustentada, podendo ser controlada pela massa molar do polímero (SCHAFFAZICK 

et al., 2003). 

Relatos recentes demonstaram a atividade antitumoral da DOX em nanopartículas, 

além de comprovarem o aumento da eficácia e a redução da toxicidade de DOX quando 

veiculada nesses sistemas (BARRAUD et al., 2005). Assim, essas nano e micropartículas 

podem ser utilizadas como nanocarreadores de DOX na terapia do câncer. 

C) Sistemas magnéticos  

O desenvolvimento de sistemas de liberação prolongada contendo DOX tem recebido 

grande atenção nas últimas décadas, sendo que um dos alvos de grande interesse estão sendo 

o estudo e desenvolvimento de partículas magnéticas como transportadores (CHANDY e 

SHARMA, 1996). 
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Em 1978, Widder e colaboradores, propuseram o conceito de carreadores magnéticos 

como “injetar um material encapsulado magnéticamente suscetível, como uma matriz 

transportadora de fármaco, utilizando um magneto externo para direcionar a matriz ao sítio 

alvo. O alvo é afetado com uma força magnética suficiente para reter partículas no campo 

fluido, sendo assim uma partícula ideal poderia extravasar dentro do tecido e ser fisicamente 

retida”. O tamanho e a forma desses ligantes são decisivos para as propriedades magnéticas 

desses materiais uma vez que são responsáveis pela estrutura eletrônica dos íons metálicos, 

bem como, pela força das interações de cargas entre os centros metálicos (BORDINI, 2006).      

A primeira microesfera utilizada para veicular a DOX foi a magnetita coloidal (Fe3O4) 

ligada a albumina. Estas microesferas foram capturadas magnéticamente no sarcoma de 

Yoshida implantado em caudas de ratos. Este experimento demonstrou remissão total dos 

sarcomas com 0,5mg/Kg de DOX veiculada a essas partículas magnéticas, ao passo que a 

administração sistêmica de 5mg/Kg de DOX livre não teve efeito na remissão do tumor e 

prevenção das metástases. Porém, estas partículas nunca foram testadas em humanos 

(WIDDER et al., 1983; RUDGE et al., 2000).       

Rudge e colaboradores (2000), observando a necessidade de avançar os estudos e 

divulgar a suscetibilidade magnética, propuseram a preparação, caracterização e avaliação do 

desempenho das partículas magnéticas utilizando carvão ativo combinado com ferro em pó 

para liberação de DOX. Neste estudo os autores relatam a capacidade de absorção destas 

microesferas, bem como ensaios de citotoxicidade e suscetibilidade.  

Com o mesmo intuito, Goodwin e colaboradores (2001), prepararam partículas 

magnéticas de carboximetilcelulose (CMC) veiculadas a DOX (CMC-DOX) e avaliaram a 

toxicidade hepática em modelo suíno com tumor induzido. Os resultados mostraram que 

pequenas lesões encontradas no tecido hepático não foram significativas, e não foi detectada 

DOX livre no sangue periférico dos animais, sugerindo que o fármaco livre ficou ligado ao 

transportador no local aonde o mesmo foi aplicado.  

Em uma pesquisa similar, Leakakos e colaboradores (2003), também desenvolveram 

partículas magnéticas contendo ferro e carvão ativo com a finalidade de prolongar e 

direcionar a liberação da DOX para o tecido tumoral. Os resultados mostraram que foi 

possível direcionar e prolongar a liberação de DOX em locais específicos na bexiga de suínos 

após a administração intravesical devido às propriedades magnéticas das micropartículas.  

A encapsulação da DOX em nanopartículas magnéticas com diâmetro de 30nm é uma 

estratégia para aumentar a meia vida e a biodisponibilidade do fármaco e reduzir a 

hepatotoxicidade que é dose-dependente. A aplicação dessas nanopartículas magnéticas 
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promoveu o aumento da concentração da DOX no órgão alvo (pulmões), e a prostração no 

fígado quando comparado a DOX livre (MYKHAYLYK et al., 2005). 

Em 2006 e 2007, Silva e colaboradores, relataram a praticabilidade da encapsulação 

direta da DOX as partículas magnéticas através da técnica de sonicação ou vórtex. Os 

resultados sugerem que a complexação do ferro com o fármaco é o mecanismo responsável 

para que a DOX seja encapsulada as nanopartículas magnéticas.  

A eficácia da terapia antitumoral pode então ser melhorada aumentando a 

concentração local da DOX quando a biodistribuição sistemática do fármaco e os efeitos 

tóxicos puderem ser limitados (BARRATT, 2000). Dessa forma, uma possível aplicação 

desse material magnético é a preparação de sistemas de liberação prolongada de fármacos 

pouco solúveis, como a DOX uma vez que a literatura apresenta alguns exemplos de 

biopolímeros contendo ferro que são utilizados para esse propósito (GOODWIN et al., 2001).  

A literatura mostra a ausência de genotoxicidade e citotoxicidade em nanopartículas 

magnéticas (NPM) respectivamente, pelo teste de micronúcleo e porcentagem de eritrócitos 

policromáticos. A análise histopatológica realizadas em três tecidos mostrou poucos 

agregados de NPM em pulmões e baço, e nenhum no fígado. Alterações morfológicas não 

foram encontradas neste tecido durante o período experimental. Os raros infiltrados 

inflamatórios observados após tratamento no fígado e nos pulmões também foram vistos nos 

camundongos Swiss fêmeas controles. Testes bioquímicos realizados no sangue mostraram 

alterações irrelevantes, uma vez que as concentrações de alanina aminotransferase (ALT), 

fosfatase alcalina (FA), uréia e creatinina foram constantes em quase todos os tempos após 

administração das nanopartículas de maghemita recobertas com citrato encapsuladas em 

lipossomas (ML-Magh), sugerindo ausência de danos renais e hepáticos. A determinação dos 

níveis de ferro sérico mostrou que as ML-Magh não alterou significativamente os níveis de 

ferro, exceto em testes com o dobro (200µL) da concentração usual. Os dados sugerem que a 

ML-Magh é biocompativel e tem potencial para ser usadas em aplicações biomédicas, 

especialmente com agentes antineoplásicos na terapia do câncer, por meio da 

magnetohipertermia ou sistemas de liberação de fármacos (COELHO, 2008).            

D) Iontoforese 
A literatura mostra que o uso de promotores de absorção e/ ou a aplicação de corrente 

elétrica (iontoforese) nas formulações podem aumentar a penetração da DOX levando a uma 

concentração terapêutica desta na pele e, assim, permitindo que tumores cutâneos sejam 

tratados com sucesso por uma forma não invasiva e que apresente menos efeitos colaterais 

(TAVEIRA, 2007).  
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A quimioterapia tópica pode ser um tratamento alternativo para o tratamento de 

tumores cutâneos, com diminuição da toxicidade sistêmica.  Dessa forma, Herai (2004) 

estudou a penetração iontoforética da DOX e o resultado mostrou que a iontoforese aumentou 

não só a retenção, mas também a permeação do fármaco através da pele.  

Em um trabalho realizado por Taveira (2007), foi avaliada, a permeação iontoforética 

da DOX em formulações semi-sólidas como géis além da citotoxicidade destas formulações 

em cultura de células de melanoma com e sem a aplicação de corrente elétrica de baixa 

intensidade. Os resultados do estudo de liberação da DOX das formulações (gel de 

hidroxietilcelulose (HEC), gel de quitosana e solução aquosa) mostrou que o gel de quitosana 

possuiu uma velocidade de liberação quase três vezes maior do que das demais formulações. 

Os estudos de permeação passiva mostraram que o fármaco não atravessa a pele em 

quantidades detectáveis. No entanto, a iontoforese contribui significativamente não só na 

permeação da DOX, mas também na sua retenção cutânea. O gel de HEC foi o que apresentou 

uma maior retenção cutânea do fármaco em comparação com as demais formulações. Nos 

estudos de citotoxicidade realizados em células de melanoma (B6F10) em camundongos, 

verificou-se que as formulações contendo DOX possuíram citotoxicidade maior comparadas 

ao controle (solução de DOX). Isso significa que os componentes de cada formulação 

contribuem no poder de citotoxicidade contra as células de melanoma.  

Esse estudo também mostrou que a solução de monoleína 5% em propilenoglicol 

apresentou maior atividade citotóxica dentre todas as formulações estudadas. Seus 

componentes, monoleína e propilenoglicol contribuem sinergicamente para sua atividade 

citotóxica, a qual é de aproximadamente 90% quando a concentração de DOX é de 20 ng/mL. 

Enquanto que em solução de DOX sua citotoxicidade é de aproximadamente 34% na mesma 

concentração. A aplicação de 0,1 a 0,5 mA/cm2 de corrente elétrica não causou morte 

significativa para as células de melanoma quando aplicada por um período de 10 a 60 

minutos. A citotoxicidade das formulações com e sem aplicação de corrente elétrica por 10 

minutos não apresentaram diferença significativa. Porém, a aplicação de 20 minutos de 

corrente elétrica aumentou significativamente a citotoxicidade da DOX em solução aquosa. 

Conclui-se, resumidamente, que a aplicação de corrente elétrica de baixa intensidade 

aumentou a penetração da DOX através da pele e auxiliou a entrada do fármaco nas células 

tumorais, quando esta é dissolvida em solução aquosa (TAVEIRA, 2007). 

As maiores desvantagens do transporte de fármacos por iontoforese são os riscos de 

queimaduras e choques resultantes da utilização de correntes elétricas elevadas e por longos 

períodos. Os riscos de queimadura podem ser causados por fatores como o contato dos 
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eletrodos com a pele, sobredosagem, presença de lesões no local de aplicação, alterações 

significativas de pH e elevada intensidade da corrente (FIALHO E CUNHA-JÚNIOR, 2007).  

Por meio da iontoforese é possível potencializar a administração cutânea da DOX e 

atingir os tecidos alvos. Porém, esta técnica não é um sistema de liberação prolongada e não 

dispensa a necessidade de repetição do tratamento. 

E) Micelas poliméricas 

Copolímeros anfifílicos de bloco, como os Pluronics (copolímeros de bloco de 

polioxietileno polioxipropileno) se auto-organizam em micelas poliméricas (BATRAKOVA 

et al., 1996; FORMARIZ et al., 2004). Com o objetivo de liberação, a DOX pode ser 

solubilizada no interior hidrofóbico das micelas (FORMARIZ et al., 2004) ou 

alternativamente, conjugado com o polímero formador das micelas (YOKAYAMA et al., 

1990). 

Entretanto, micelas são muito dinâmicas com relação à contínua troca das unidades de 

monômeros entre a estrutura da micela e as unidades livres em solução. Micelas de ácido 

poliaspártico são suficientemente estáveis no bloco para alterar a farmacocinética da DOX 

solubilizada, proporcionar períodos prolongados de circulação pelo organismo e liberar 

concentrações maiores de DOX no tecido tumoral quando comparado com a liberação da 

DOX livre (YOKAYAMA et al., 1990; BATRAKOVA et al., 1996; FORMARIZ et al., 

2004). 

A solubilização da DOX em micelas de Pluronic aumentou a atividade antitumoral 

deste fármaco (BATRAKOVA et al., 1996) e micelas formadas por copolímero de bloco a 

partir de ácido poli-aspártico-polioxietileno, ligando covalentemente a DOX ao final da 

cadeia do ácido poliaspártico reduz a toxicidade da DOX “in vivo”. (YOKAYAMA et al., 

1990). 

F) Niossomas 

Os niossomas possuem a mesma estrutura que os lipossomas, mas são formulados com 

tensoativos não-iônicos e outros tensoativos sintéticos. O sucesso obtido com os lipossomas 

estimulou a procura de outros tipos de vesículas formadas por compostos anfifílicos. 

Tensoativos não-iônicos foram uma das primeiras alternativas de materiais estudados e foi 

descoberto um grande número de compostos capazes de se autoassociar, formando bicamadas 

fechadas às quais podem ser usadas para liberação de fármacos (FORMARIZ et al., 2004) 
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como, por exemplo, a DOX. Niossomas contendo DOX acumulam no interior de tumores de 

maneira similar aos lipossomas (ROGERSON et al., 1988; UCHEGBU et al., 1995).  

De fato, a encapsulação DOX em niossomas (ROGERSON et al., 1988; UCHEGBU 

et al., 1995) aumenta a liberação do fármaco no tumor e a atividade antitumoral. Ao contrário 

dos lipossomas furtivos, niossomas de DOX de 800nm de diâmetro, contendo um triglicerol 

(UCHEGBU et al., 1995) ou de 200nm contendo ácido murâmico na superfície (UCHEGBU, 

1998) não são capturados significativamente pelo fígado. Entretanto, os niossomas contendo 

triglicerol acumulam no tumor (ROGERSON et al., 1988), enquanto que os de ácido 

murâmico acumulam no baço (UCHEGBU, 1998).  

Por outro lado, niossomas de DOX de 200nm com polioxietileno (peso molecular 

1000) na superfície são rapidamente capturados no fígado (UCHEGBU et al., 1995) e 

acumulam em menor extensão no tumor. Parece óbvio que para sistemas coloidais 

administrados por via endovenosa, o tempo de permanência na corrente circulatória pode ser 

controlado por alterações químicas na superfície do sistema particulado (FORMARIZ et al., 

2004). 

A DOX foi preparada conjugando-se o fármaco antitumoral com uma cadeia 

polimérica via espaçador enzimaticamente degradável (DUNCAN, 1992). A encapsulação 

desses fármacos poliméricos em niossomas com cerca de 200nm proporcionou um sistema de 

depósito para o fígado, a partir do qual o fármaco ativo vai sendo obtido por clivagem e o 

nível de fármaco no fígado permanece por um período de mais de 24 horas (UCHEGBU e 

DUNCAN, 1997). 

Com base na revisão bibliográfica apresentada, a utilização de sistema de liberação 

que promovam a diminuição dos efeitos colaterais da DOX representa uma alternativa viável 

para o tratamento sistêmico de várias neoplasias como carcinomas, linfomas, neuroblastomas 

e leucemias. Dentre os diversos sistemas de liberação considerados, as ME lipídicas rica em 

colesterol podem ser destacadas, em decorrência das suas propriedades físicas e químicas já 

discutidas. Além desse nanocarreador apresentar grande potencial de direcionamento de 

fármacos antitumorais. 
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III. OBJETIVO 

3.1. OBJETIVO GERAL: 

 
O presente trabalho tem o seguinte objetivo geral: 
 

 
• Desenvolver um sistema terapêutico nanoestruturado microemulsionado, tendo a 

Doxorrubicina como fármaco antitumoral, capaz de servir como sistema nanocarreador.  

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

 

O presente trabalho tem como objetivos específicos: 

 

• Caracterizar as propriedades físico-químicas de sistemas microemulsionados, 

por meio da associação de Óleo de Ricino Polioxil-40-Hidrogenado (ORPH), Fosfatidilcolina 

de Soja (FS) e Oleato de Sódio (OS) como tensoativos, Colesterol (CHO) como fase oleosa e 

tampão Tris-HCl 0,01M, pH 7,2 como fase aquosa para a incorporação do fármaco 

antitumoral Doxorrubicina. 

 

• Avaliar a toxicidade aguda (DL50) em ratos Wistar e camundongos Swiss, via 

intraperitonial, da doxorrubicina incorporada em microemulsões contendo oleato de sódio e 

microemulsões sem oleato de sódio e comparar com a forma farmacêutica convencional 

(Cloridrato de Doxorrubicina, Eurofarma, Brasil). 

 

• Avaliar os parâmetros bioquímicos marcadores de cardiotoxicidade e 

hepatotoxicidade da doxorrubicina incorporadas em microemulsões contendo oleato de sódio 

e microemulsões sem oleato de sódio e comparar com a forma farmacêutica convencional 

(Cloridrato de Doxorrubicina, Eurofarma, Brasil). 

 

• Avaliar a atividade antitumoral “in vivo” utilizando o modelo de Tumor 

Ascitíco de Erlich (TAE) em camundongos Swiss, via intraperitonial, da doxorrubicina 

incorporada em microemulsões contendo oleato de sódio e microemulsões sem oleato de 

sódio e comparar com a forma farmacêutica convencional (Cloridrato de Doxorrubicina, 

Eurofarma, Brasil). 
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IV. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 MATERIAL 

4.1.1 MATÉRIAS-PRIMAS, REAGENTES, SOLUÇÕES E SOLVENTES 

−   Ácido clorídrico, Synth, Brasil; 

−   Ácido oléico, Synth, Brasil; 

−   Álcool comercial; 

−   Água deionizada Milli Q; 

−   Colesterol, Sigma-Aldrich, USA; 

−  Cloridrato de doxorrubicina, Eurofarma, Brasil (50mg de Cloridrato de doxorrubicina,  

205mg de manitol e 250mg de lactose); 

−   Ficoll (Amershan Pharmacia®, Uppsala Sweeden); 

−   Fosfatidilcolina de soja (Epikuron® 200), Lucas Mayer, Alemanha; 

−   Hidróxido de sódio, PA-ACS, Grupo Química, Brasil; 

−   Oleato de sódio; 

−   Óleo de rícino polioxil-40-hidrogenado (Eumulgin® HRE40), Pharma Special, Brasil; 

−    Solução fisiológica estéril de NaCl 0,9%; 

−   Tris (hidroximetil)aminometano, Merck, Darmstadt, F.R. Germany; 

4.1.2 EQUIPAMENTOS E VIDRARIAS 

− Agitador magnético, P-Selecta, Multimatic-9S; 

− Agulhas 25 x 7mm e 0,45 x 13mm; 

− Analisador de partículas por Espalhamento de luz – Brookhaven Instruments Corporation, 

modelo EMI 9863 – fonte laser He-Ne 10mW, 532nm – HUGHES; Auto correlator 64 

canais, instalado no Depto de Físico-Química, Instituto de Química – UNESP – 

Araraquara;  

− Autoclave vertical, Phoenix; 

−   Balança analítica; 

−   Cubetas de quartzo para espectrofotometria capacidade 5mL, caminho óptico de 1cm - 

Spectrocell;  
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−   Difratômetro de raio X modelo Rigaku –2000 com radiação de cobre, monocromatizada 

por cristal grafite, instalado no Depto de Físico-Química, Instituto de Química – UNESP – 

Araraquara; 

− Espectrofotômetro de Iodo UV-VIS, Hewlett Packark, modelo 8453;  

− Evaporador rotório, Marconi, modelo MA 120; 

− Fluxo laminar Veco®, Classe IIB;  

− Filtros descartáveis para seringas, porosidade de 0,22µm, Corning® Corning Incorporated; 

− Gaiolas de plástico medindo 34 x 50 x 16cm (largura x comprimento x altura); 

− Gaiolas de plástico com área de 320 cm2 e altura de 14 cm; 

− Gerador de raios X de anodo rotatório – Rigaku – Denki;  

− Homogeneizador de tubos, modelo AP22, Phoenix;  

− Kit labtest (ref: 200404); 

− Kit labtest (ref: 06004); 

− Kit labtest (ref: 140404); 

− Membrana de acetato de celulose 0,45µm - Sigma; 

− Microscópio de Luz Polarizada, Jenamed 2, Carl Zeiss – Jena; 

− Monocromador do tipo Si (111), com comprimento de onda do feixe de raio-X de 1,608Å; 

− Peagômetro, Quimis® , modelo Q-400 M2; 

− Pipetador automático Gilson capacidade 100 e 1000µL; 

− Refratômetro de Abbe, Atago; 

−    Reômetro, Carri Méd, modelo CSL100, instalado no Depto de Físico-Química, Instituto 

de Química – UNESP – Araraquara; 

−    Seringas de 1, 3, 5 e 10mL; 

− Sistema de purificação de água MILLIPORE, Milli-Q Plus; 

− Sonicador, Sonics® , Vibra-Cell; 

− Ultracentrífuga HITACHI, modelo himac CP 80 β; 

− Ultra-som, Branson, modelo 1210;  
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4.2 MÉTODOS 

4.2.1. PREPARAÇÕES DAS MICROEMULSÕES 

Para um frasco transparente com tampa foram transferidas quantidades adequadas de 

tensoativo não iônico Óleo de Rícino Polioxil-40-Hidrogenado (ORPH) (Eumulgin® HRE 

40), fosfatidilcolina de soja (FS) (Epikuron® 200) e Oleato de Sódio (OS). Para cada 

proporção de ORPH / FS/ OS (35:35:30 p/p) foi adicionado Colesterol (CHO) como fase 

oleosa e, em seguida, titulou-se com tampão Tris-HCl 0,01M, pH 7,2 (fase aquosa), sob 

agitação em vortex alternada com repouso. Essa seqüência de adição facilita a 

homogeneização da mistura, a qual foi sonicada usando Sonicador, Sonics®, Vibra-Cell, com 

potência de 220 Watts, operando em modo descontínuo, por 20 minutos à temperatura 

ambiente. As microemulsões foram preparadas em triplicata. 

Após sonicação, as microemulsões foram centrifugadas a 11.180 (x g) (Ultracentrífuga 

HITACHI, modelo himac CP 80 β) por 15 minutos, para eliminar os resíduos de titânio 

liberados pela haste do sonicador.  

Em seguida, incorporaram-se 2mg/mL de DOX e esterelizou-se através de filtração em 

capela de fluxo laminar (Veco®, Classe IIB) contínuo com membrana de acetato de celulose 

0,22µm (Millipore).  

Todos os materiais utilizados para preparação da microemulsão foram autoclavados 

em autoclave vertical (Phoenix) a 1210C, por 15 minutos.  

4.2.1.1 Obtenção do oleato de sódio 

 Pesou-se cerca de 38g de Ácido Oléico, Synth, e transferiu-se para um funil de 

separação de 1000mL, em seguida adicionou-se hidróxido de sódio (NaOH) em excesso, 

agitou-se e mediu-se o pH que foi igual a 14. Após a verificação do pH, deixou-se a mistura 

em repouso por 30 minutos, filtrando-a por três vezes com 100mL de clorofórmio (CHCl3). 

Mediu-se novamente o pH e este foi igual 6. Concentrou-se a amostra em um evaporador 

rotatório, Marconi, modelo MA 120, congelando-a em gelo seco. Após obtenção da amostra 

congelada, esta foi liofilizada para retirada da água (FORMARIZ, 2004). 

4.2.2 COMPOSIÇÃO DOS SISTEMAS ESTUDADOS 

Após ter obtido as microemulsões (FORMARIZ, 2004), estudou-se as ME descritas 

nas Tabelas 2 e 3.  
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TABELA 2. ME contendo Eumulgin® HRE40, FS e OS como mistura de tensoativos, 

Colesterol como fase oleosa e tampão Tris-HCl 0,01M pH 7,2 como fase aquosa e DOX.  

Fórmulas (%) 

Componentes A1 A2 A3 A4 A5

FS 8,5 7 5 4 2,5 

Eumulgin 8,5 7 5 4 2,5 

Oleato de Sódio 1,5 3 5 6 7,5 

Colesterol 1,5 3 5 6 7,5 

Fase aquosa 80 80 80 80 80 

[DOX] mg/mL 2 2 2 2 2 

 

TABELA 3. ME contendo Eumulgin® HRE40 e FS como mistura de tensoativos, Colesterol 

como fase oleosa e tampão Tris-HCl 0,01M pH 7,2 como fase aquosa e DOX.  

Fórmulas (%) 

Composição B1 B2 B3 B4 B5

FS 8,5 7 5 4 2,5 

Eumulgin 8,5 7 5 4 2,5 

Colesterol 3 6 10 12 15 

Fase aquosa 80 80 80 80 80 

[DOX] mg/mL 2 2 2 2 2 

 

4.2.3 CARACTERIZAÇÃO FÍSICO-QUÍMICA DAS MICROEMULSÕES 

SELECIONADAS 

A partir das fórmulas descritas nas Tabelas 2 e 3 preparou-se 5g das ME, contendo 

EU/ FS / OS e EU/ FS como tensoativos, Colesterol como fase interna e tampão Tris-HCl 

0,01M pH 7,2, como fase externa. 

A caracterização física-química das ME foi determinada em função do volume de fase 

interna (fase oleosa) e da porcentagem de tensoativos, em que a proporção de fase aquosa foi 

mantida constante. As metodologias escolhidas para essa caracterização encontram-se 

descritas a seguir: 
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4.2.3.1 Propriedades reológicas 

A reologia consiste no estudo do escoamento ou deformação do material em estudo 

quando submetido a uma tensão (WOOD, 1986). O método é aplicável na caracterização de 

sistemas microemulsionados, pois o comportamento do fluído está relacionado com o tipo e 

grau de organização do sistema (interações entre seus componentes). Também podem ser 

empregadas para avaliar a qualidade durante o processo de produção, além de permitir um 

estudo do efeito de aditivos na formulação (SCOTT, 2000; FORMARIZ et al., 2005). 

A quantidade de amostra utilizada foi de 1g de cada microemulsão e o equipamento 

empregado foi o reômetro Carri-Med, modelo CSL100, com sistema de cone (20) e placa, com 

espaçamento de 55µm na região central e com um diâmetro de 40mm. Durante o ensaio a 

temperatura foi mantida constante em 25 ± 0,20C com o auxílio de um dispositivo “Peltier”. 

Os dados do segmento ascendente do gradiente de cisalhamento foram fitados em um modelo 

de leis de potência utilizando o software Rheology Solutions (dados V1.1.7 da versão, TA 

instrumentos) para descrever as características de fluxo das ME. 

A determinação do comportamento reológico foi realizada para as microemulsões 

selecionadas e apresentadas nas Tabelas 2 e 3, em função das quantidades relativas de fase 

interna oleosa, no caso o colesterol. O reômetro funciona pelo princípio de rotação, nos quais 

a amostra é cisalhada entre paredes interna e externa do porta-amostra cuja geometria usual 

compreende cone e placa. Nessa geometria, a amostra colocada sobre a placa é submetida a 

sucessivas velocidades de cisalhamento pela ação do movimento de rotação do cone. Dessa 

forma é possível construir o reograma tensão de cisalhamento (τ) versus velocidade de 

cisalhamento (γ), a partir dos quais torna-se possível o cálculo da viscosidade dinâmica dos 

materiais. As relações que descrevem a tensão e velocidade de cisalhamento são 

(DICKINSON, 1992):  

 

                                        γ = ω / α               τ = 3M / 2πR3

 

sendo, M o torque, ω a velocidade angular (rad.s-1) e R e α são respectivamente o raio e o 

ângulo do cone.   

 A vantagem desta geometria é que não ocorre variação na tensão de cisalhamento 

através da amostra, porque à distância entre o cone e a placa é muito pequena (da ordem de 

dezenas ou centenas de microns), fazendo com que a tensão de cisalhamento seja 

praticamente uniforme por toda a amostra (TOKUMOTO, 1996). 
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 Para determinação das propriedades reológicas, as leituras foram feitas no intervalo de 

0 a 100s-1 para a curva 1 (ascendente) e de 100 a 0s-1 para curva 2 (descendente). 

4.2.3.2 Determinação da evolução das curvas de fluência-relaxação 

A determinação da compliância (fluência-relaxação) foi realizada a partir das 

microemulsões selecionadas e apresentadas nas Tabelas 2 e 3, em função das quantidades 

relativas de fase interna oleosa, o colesterol.  

O ensaio de fluência consiste em submeter à amostra a uma tensão constante e medir a 

evolução da deformação com o tempo. Em seguida, a tensão é aliviada e mede-se a relaxação 

da deformação (KORHONEN, 2004).   

Os ensaios viscoelásticos são baseados nas propriedades mecânicas dos materiais que 

exibem tanto propriedades de líquidos viscosos quanto de sólidos elásticos, isto é, são 

materiais viscoelásticos e o reograma apresenta os componentes devido à deformação elástica, 

viscosa e à combinação dos dois anteriores (KORHONEN, 2004).  

A deformação elástica ocorre quando o material é submetido a uma tensão, e esse 

material deforma-se imediatamente, proporcionalmente à força aplicada, e mantém essa 

deformação constante enquanto a força permanecer atuante. Quando esta força é removida, 

após um tempo (t) a energia elástica armazenada no material é desprendida, e o material 

retorna imediatamente à forma original. Quanto ao escoamento viscoso, à aplicação de uma 

tensão gera deformação contínua e proporcional à força aplicada, entretanto, ao retirar a 

tensão o sistema não mostra nenhuma tendência em retornar a forma original. Esta 

transformação é irreversível, pois a energia envolvida é totalmente dissipada sob a forma de 

calor (GRAESSLEY, 1984; TRADOS, 1987). 

O comportamento viscoelástico, sob a ação de uma tensão constante mostra uma 

deformação instantânea (devido à parte elástica) e uma deformação contínua (devido à parte 

viscosa). Quando a tensão é removida o componente elástico retoma sua forma original, 

enquanto o viscoso não mostra tendência em retornar ao seu estado original (GRAESSLEY, 

1984; TRADOS, 1987). 

  Os ensaios foram realizados com uma tensão constante de 0,05 Pa, sendo que esta 

tensão aplicada é inferior ao ponto de escoamento para manter a integridade estrutural das 

amostras (Tabelas 2 e 3).  

4.2.3.3 Ensaios oscilatórios dos sistemas microemulsionados  

A técnica de oscilação requer mínima perturbação do material e fornece várias 

informações sobre sua estrutura. As freqüências da ordem de MHz (ou superiores) estão 

Thalita Pedroni Formariz 



Material e Métodos  43

associadas ao estiramento ou deformação das ligações atômicas, enquanto no extremo, baixas 

freqüências (Hz) estão relacionadas aos movimentos de estiramento ou deformação 

macromoleculares. Na oscilação a tensão varia como uma onda senoidal. A amplitude da onda 

senoidal é proporcional à tensão ou torque aplicado, e variando-se a freqüência (ω), a 

velocidade com o que o patamar da tensão sobe e desce é alterada (SEARS e ZEMANSKY, 

1971; GRAESSLEY, 1984). 

A relação de fase entre as ondas de tensão aplicada e a deformação resultante fornece 

informações sobre os tipos de resposta (elástica ou viscosa) da amostra. Uma reposta elástica 

é quando as duas ondas são superpostas, enquanto que a reposta de um fluido viscoso é 

quando as duas ondas não são superpostas. Uma reposta viscoelástica está entre esses dois 

extremos (SEARS e ZEMANSKY, 1971; GRAESSLEY, 1984). 

O módulo de elasticidade complexo G* (ω) é dado pela razão entre as amplitudes de 

tensão e deformação, sendo suas componentes real e imaginária os módulos de estocagem, 

G’(ω) e de perda, G”(ω), respectivamente (SEARS e ZEMANSKY, 1971; GRAESSLEY, 

1984).       

Os ensaios de oscilação foram realizados com uma tensão oscilatória constante de 0,5 

Pa, sendo as medidas realizadas em função da freqüência (Hz). A freqüência foi variada de 0 

a 36Hz.  

4.2.3.4 Microscopia de luz polarizada 

Uma das maneiras de classificar as fases líquido-cristalinas é determinar sua isotropia 

óptica, através da técnica de microscopia de luz polarizada. Sob um plano de luz polarizada, a 

amostra é anisotrópica se for capaz de desviar o plano da luz incidente e isotrópica se não 

desviar a luz. Mesofases lamelares e hexagonais são anisotrópicas, enquanto as cúbicas e 

microemulsões são isotrópicas (NORLING et al., 1992; BRINON et al., 1999; HYDE, 2001). 

A microscopia de luz polarizada é uma técnica que permite a classificação quanto à 

isotropia e anisotropia dos sistemas, permitindo a diferenciação entre o tipo de estruturação. 

Assim, essa técnica foi utilizada para caracterizar a morfologia e a evolução das 

características estruturais das microemulsões após a incorporação do colesterol e da DOX no 

sistema.    

O microscópio de luz polarizada é um microscópio comum, no qual a luz atravessa um 

sistema polarizador, que polariza as ondas luminosas em um único plano. O emprego de um 

feixe de luz polarizada permite estudar estruturas anisotrópicas e birrefringentes, quando 
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apresentam dois índices de refração diferentes, conforme a incidência da luz, e isotrópicas, 

quando as estruturas não modificam o plano de polarização (ARAÚJO, 2004).    

A partir das fórmulas selecionadas (Tabelas 2 e 3), formulações recentemente 

preparadas sem e com DOX (2mg/mL)  foram colocadas sobre lâmina de vidro, cobertas com 

lamínula e analisadas em microscópio (Jenamed 2, Carl Zeiss – Jena) sob luz polarizada. 

4.2.3.5 Espalhamento de raio X a baixo ângulo (SAXS) 

Dentre as técnicas acima citadas, o espalhamento de raios -X a baixo ângulo (SAXS) 

pela matéria foi utilizado tanto para caracterizar a morfologia e a evolução das características 

estruturais das microemulsões quanto para identificar as fases cristalinas formadas após a 

incorporação do colesterol e/ou da DOX no sistema.    

 As medidas de espalhamento de luz a baixo ângulo (SAXS) foram utilizadas no estudo 

das características estruturais das dispersões coloidais selecionadas e apresentadas nas 

Tabelas 2 e 3.  

 Ao irradiar uma amostra bifásica com a forma de uma plaqueta relativamente fina, 

com um feixe monocromático (luz visível, raios-X, nêutrons, elétrons), observa-se o 

espalhamento da radiação na vizinhança angular próxima a do feixe transmitido. No caso dos 

raios X a baixo ângulo, o espalhamento deve-se as heterogeneidades na densidade eletrônica 

do sistema. A dependência angular da intensidade espalhada está diretamente relacionada à 

densidade eletrônica através da transformada de Fourier. Considerando uma gotícula de 

tamanho e forma variada, a intensidade espalhada I(q) é proporcional ao fator forma P(q) 

desta gotícula: I(q) α P(q) (NIELSEN, 1993).    

 A curva de intensidade do feixe espalhado em função do vetor de espalhamento (q) 

assume a forma da Figura 12, em que quatro regiões podem ser distinguidas. As regiões 1, 2 e 

3 compreendem  o domínio conhecido por espalhamento de raio-X a baixo ângulo, que 

fornece informações a respeito da morfologia e do tamanho das gotículas dispersas (ou de 

macromoléculas em solução) e também a respeito do mecanismo de crescimento e agregação 

dessas gotículas (CHIAVACCI, 1996).  
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FIGURA 12: Diagrama esquemático das principais regiões das curvas de SAXS. 

                                                                                                                   (URBAN, 2004) 

 

 No caso de um sistema diluído, em que as gotículas são globulares idênticas e 

orientadas ao acaso, a intensidade de espalhamento segue a Lei de Guinier (região 1) para 

pequenos valores de espalhamento q (GLATTER, 1982; CHIAVACCI, 1996): 

 

)
3

exp()0()(
23qR

IqI g−
=  (1) 

 

em que I(q) é a intensidade do feixe de raios – X espalhado, I(0) é a intensidade para q 

tendendo a zero e Rg é o raio de giro da gotícula. Dessa maneira, a partir do coeficiente 

angular da porção linear da curva In I(q) x q2 pode-se calcular o valor de raio de giro das 

gotículas. 

 Em um sistema concentrado, as gotículas espalhadoras são numerosas e interagem 

entre si e o espalhamento medido refletirá sua geometria e o arranjo entre elas. Para N 

gotículas idênticas, distribuídas ao acaso, a intensidade espalhada é escrita da seguinte forma 

(GLATTER, 1982; LECOMTE, 1988): 

 

)().(.)( qSqPNqI =  (2) 

 

em que, S(q) é o fator da estrutura do conjunto. Portanto, se as gotículas estão 

correlacionadas, S(q) caracteriza o arranjo e contém todas as informações sobre as interações 
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entre as gotículas. Entretanto, S(q) pode assumir formas muito variadas, de acordo com o 

arranjo das entidades espalhadoras e é difícil separar as contribuições P(q) e S(q). De modo 

geral, quando a curva de espalhamento apresenta um máximo de espalhamento a baixos 

ângulos, pode-se relacioná-la com a presença de correlações entre as posições dos centros 

espalhadores. Pode-se deduzir uma distância média, d, entre as gotículas vizinhas (ou dois 

planos vizinhos) a partir do valor da posição do máximo (qmáx), empregando a relação 

(GLATTER, 1982; LECOMTE, 1988):  

 

máxq
d π2

=  (3) 

 

 A razão entre a superfície da partícula espalhadora e o seu volume pode ser obtida 

independentemente do modelo adotado, através da relação (GLATTER, 1982; CHIAVACCI, 

1996): 

 

Q
Kp

V
S π

=   (4) 

 

em que Kp é a constante da Lei de Porod, que pode ser expressa por: 

 

KpqqIq =°°−
4)(lim  (5) 

 

 Sistemas coloidais podem comportar-se como fractais (região 2) e neste caso a 

intensidade do feixe espalhado, na faixa de escala de comprimento entre o raio de giro da 

menor partícula geradora da estrutura (r) e o raio de giro do agregado segue uma lei de 

potência (SCHAEFER e KAEFER, 1986; CHIAVACCI, 1996): 

 
α−≈ qqI )(  (6) 

  

 A Lei de Porod (região 3) é observada quando o espalhamento é originado por uma 

superfície lisa e bem definida:  

 
4)( −≈ qqI  (7) 
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 O interesse na utilização da técnica de SAXS na caracterização de sistemas 

nanoestruturados é explicado pelo fato de existir a possibilidade de exploração dos dados na 

determinação do tamanho médio e da distância entre os objetos espalhadores, como micelas e 

microemulsões. Além dessa técnica permitir avaliar a estrutura de objetos espalhadores 

mesmo que os mesmos não estejam organizados, ela permite caracterizar materiais que tem 

distância entre objetos espalhadores além do limite de trabalho da difração de raios–X 

(GLATTER, 1982; LECOMTE, 1988).    

 Essa técnica permite caracterizar partículas com tamanho entre 10 e 1000Å. Dessa 

forma, permite caracterizar uma grande variedade de amostras como proteínas, vidros e 

colóides (WILLIAMS, 1993).   

 A evolução estrutural das amostras (Tabelas 2 e 3) em função do teor da concentração 

de fase interna oleosa, no caso o colesterol e de tensoativo foi analisada por SAXS. Os dados 

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

Sincroton (LNLS) em Campinas, São Paulo - Brasil, que é equipada com um monocromador 

do tipo Si (111), com comprimento de onda do feixe de raio X de 1,608 Å. As amostras foram 

colocadas em uma cela termostatizada a 25oC.  

 O espalhamento do parasita (espalhamento de partículas existentes no sistema sem 

amostra) foi subtraído da intensidade total da amostra. As intensidades de todas as amostras 

foram medidas em unidades relativas, mas para uma comparação quantitativa, as medidas 

foram normalizadas nas mesmas condições experimentais.  

 Como o feixe de raio-X incidente é pontual no plano de detecção e na faixa de 

resolução do detector, não foi necessária realização de desconvolução das curvas de 

intensidade.   

4.2.3.6 Difração de raios X  

 A difração de raios-X é fundamentada na condição de interferência construtiva 

estabelecida pela Lei de Bragg, observada na região 4 da Figura 12. 

 Os raios – X são radiações eletromagnéticas que podem ser polarizadas, difratadas ou 

refletidas. A condição para interferência construtiva da radiação X refletida pelos planos 

cristalinos de um cristal é dada pela relação (MARADUDIN e MILLS, 1975): 

 

2dhkl senθ = nλ,      n = 1,2,3   (8) 
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em que dhkl é a distância entre os planos de índice de Miller hkl,  interplanar, θ o ângulo de 

difração de Bragg e λ o comprimento de onda de radiação incidente. Esta lei estabelece que 

para um dado comprimento de onda (λ) de radiação-X incidente, o raio refletido emergirá 

apenas em ângulos (θ) para os quais a relação acima é satisfeita. Cada pico de difração é 

produzido por um certo conjunto de planos que satisfaça esta condição. Como conjuntos 

semelhantes de planos estão dispostos no cristal de acordo com sua simetria, o arranjo dos 

pontos no padrão Laue reflete a simetria do cristal, permitindo a identificação do composto 

cristalino.     

 A identificação das fases cristalinas e a cristalinidade dos componentes das 

microemulsões selecionadas e apresentadas nas Tabelas 2 e 3, foram realizadas por difração 

de raio-X. Na coleta dos difratogramas foi utilizado um difratômetro de raio-X para 

policristais Siemens D- 5000, radiação CuKα monocromatizada por cristal grafite. A 

velocidade de varredura usada foi de 0,1 segundos a cada 0,050 em um intervalo de 40 até 700.   

 Os dados foram tratados usando-se o programa Winmetric® e o refinamento dos 

parâmetros cristalográficos foi feito a partir dos dados de difração (2θ e intensidade) da 

amostra (Tabelas 2 e 3) e dos dados cristalográficos de composto padrão tais como DOX, FS 

e Colesterol.    

4.2.3.7 Determinação da estabilidade  

 A estabilidade das ME e da DOX-ME foram avaliadas em intervalos de tempos 

regulares até que surgissem sinais de instabilidade na preparação. As amostras (Tabelas 2 e 3) 

foram analisadas através de características macroscópicas, velocidade e crescimento do 

diâmetro das gotículas das ME, sendo que para essas duas últimas análises as técnicas 

utilizadas foram a espectrofotometria e a espectroscopia de fotocorrelação (PCS), 

respectivamente. 

4.2.3.7.1 Características macroscópicas dos sistemas microemulsionados   

A determinação da característica macroscópica foi realizada para as microemulsões 

selecionadas e apresentadas nas Tabelas 2 e 3.  

Para as determinações da estabilidade “shelf-life”, formulações recentemente 

preparadas, formulações preparadas há 6 meses do experimento e formulações contendo 

2mg/mL de DOX foram preparadas e deixadas à temperatura ambiente. Essas amostras 
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(Tabelas 2 e 3) foram colocadas em um frasco de vidro transparente para inspeção visual das 

formulações contra fundo escuro.  

Fotografias foram tiradas imediatamente e após 6 meses da preparação, à temperatura 

ambiente (25 ± 0,50C), tendo como finalidade verificar modificações visuais nas 

características dos sistemas microemulsionados tais como, transição de fases de sistemas 

transparentes para semi-transparentes e/ou opacos e coalescência, estando esses fatores 

diretamente relacionados a estabilidade. 

4.2.3.7.2 Ensaio cinético de crescimento das gotículas dos sistemas microemulsionados 

através de análise espectrofotométrica  

O ensaio cinético dos sistemas microemulsionados (Tabelas 2 e 3) foi determinado por 

espectrofotometria na região do visível no comprimento de onda de 410nm visto que é nesse 

comprimento de onda que verifica-se a turbidez das amostras (FRANZINI, 2006). 

Elaborou-se o gráfico da turbidez das respectivas amostras em função do tempo e da 

velocidade de crescimento das gotículas (v) em função da quantidade de fase oleosa, no caso 

o colesterol. 

Para a determinação desse ensaio cinético preparou-se 5g das microemulsões 

selecionadas (Tabelas 2 e 3) sem e com DOX (2mg/mL) e em seguida 1mL das amostras 

foram diluídas em 10mL de tampão TRIS-HCl 0,01M pH 7,2 e cuidadosamente filtradas 

utilizando-se membranas de 0,45µm, CORNING®. Em seguida, transferiu-se para cubetas de 

quartzo com capacidade de 5mL e 1cm de caminho óptico, e analisadas por um período de 15 

dias por espectrofotometria na região do visível, λ= 410nm. A temperatura do sistema foi 

mantida a 25 ± 0,1 0C.  

 Foram realizadas 3 determinações da absorvâncias das ME selecionadas durante 15 

dias. 

4.2.3.7.3 Crescimento do diâmetro das gotículas dos sistemas microemulsionados através 

da espectroscopia de fotocorrelação (PCS) 

 A partir das formulações selecionadas (Tabelas 2 e 3), foram preparadas 5g das  

microemulsões sem e com DOX (2mg/mL) e em seguida 200µL das amostras foram diluídas 

em 4mL de tampão TRIS-HCl 0,01M pH 7,2 e cuidadosamente filtradas utilizando-se 

membranas de 0,45µm, CORNING® e analisadas em analisador de gotículas 
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BROOKHAVEN (Figura 13). As preparações foram mantidas em frascos de cintilação 

isentos de poeira. 

 

 

FIGURA 13. Esquema do aparelho utilizado para determinação do diâmetro das gotículas por 

espalhamento de luz. 

Os frascos foram colocados na câmara de análise de modo que o feixe de laser 

atravessasse a dispersão em toda a sua extensão. A luz espalhada é captada por um 

fotomultiplicador posicionando a 900C do feixe de laser que aumenta o sinal captado e o envia 

para um sistema correlator no qual os cálculos são processados e enviados ao computador. A 

temperatura do sistema foi mantida a 200C, o comprimento de onda do laser foi de 514nm e o 

índice de refração foi de acordo com o índice de cada amostra analisada.  

O índice de refração das amostras (Tabelas 2 e 3) foi determinado utilizando-se 

Refratômetro de Abbé, ATAGO, aferido com água deionizada Milli-Q (índice de refração 

1,3330), à temperatura de 20 ± 0,50C.  

Foram realizadas 10 determinações do diâmetro e índice de polidispersidade das 

gotículas, com a duração total de 5 minutos por 15 dias. A primeira análise foi realizada 

imediatamente após o preparo.  

4.2.4 AVALIAÇÃO DA TOXICIDADE AGUDA 

O Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Ciências Farmacêuticas - UNESP, 

Araraquara, considerou o protocolo para uso de animais neste projeto, estruturado dentro dos 

princípios éticos na experimentação animal do Colégio Brasileiro de Experimentação Animal 

– COBEA e de acordo com a Lei nº 11.977, de 25 de Agosto de 2005 que institui o Código de 
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Proteção aos Animais do Estado de São Paulo concedendo PARECER FAVORÁVEL à sua 

execução, de acordo com Protocolo CEP/FCF/CAR nº 30/2005 em anexo (Anexo 8.3). 

4.2.4.1 Casuística 

 Para a determinação da dose letal média (DL50) das ME contendo doxorrubicina foram 

utilizados ratos Wistar e camundongos Swiss, com peso médio de 250g e de 30g, 

respectivamente, provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual Paulista-Unesp. 

Os animais foram transferidos para o biotério do Departamento de Princípios Ativos Naturais 

e Toxicologia da Faculdade de Farmácia Bioquímica da Unesp de Araraquara, onde foram 

mantidos em condições controladas de temperatura (23 ± 1º C), umidade (55 ± 5%) e luz 

(ciclo 12/12h, luzes acesas às 7hs) e receberam alimento e água à vontade. Os animais foram 

separados em 5 grupos de 5 animais cada, por grupo de tratamento. Os experimentos foram 

realizados na fase de claro (GUIDE FOR THE CARE AND USE OF LABORATORY 

ANIMALS, 1996).  

4.2.4.2 Delineamento experimental 

A) Experimento 1: Determinação da DL50 do Cloridrato da Doxorrubicina 

Vinte e cinco ratos Wistar e camundongos Swiss foram selecionados em função do 

peso e dispostos em 5 grupos de 5 animais, sendo um grupo controle e 4 grupos 

experimentais. Os animais do grupo controle receberam solução salina estéril (100mg/Kg) via 

intraperitonial, e aqueles dos grupos experimentais (ratos Wistar e camundongos Swiss 

machos) receberam 7,5; 8; 10 e 15 mg/Kg e 5; 10; 20 e 30 mg/Kg, respectivamente de 

cloridrato de doxorrubicina pela mesma via. A seguir, observou-se os sintomas apresentados 

pelos animais e/ou a morte dos mesmos durante 14 dias. A agulha utilizada para 

administração i.p. foi de 25 x 7mm (ratos) e 0,45 x 13mm (camundongos) (BIGHETTI et al., 

2004). 

B) Experimento 2: Determinação da DL50 das microemulsões com Oleato de Sódio contendo 

Doxorrubicina 

Trinta e cinco ratos Wistar e camundongos Swiss foram selecionados em função do 

peso e dispostos em 7 grupos de 5 animais, sendo 2 grupos controles, 1 grupo para a 

administração do veículo e 4 grupos experimentais. Os animais do grupo controle negativo 

receberam uma solução salina estéril (100mg/Kg) via intraperitonial. Já os animais do grupo 
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controle positivo receberam o cloridrato de doxorrubicina [9mg/Kg (ratos) e 12,25mg/Kg 

(camundongos)] via i.p., e aqueles dos grupos experimentais (ratos Wistar e camundongos 

Swiss) receberam 12; 15; 18 e 20mg/Kg e 35; 50; 60 e 70mg/Kg, respectivamente de 

microemulsões com oleato de sódio contendo doxorrubicina pela mesma via. Os animais do 

grupo veículo receberam as microemulsões sem fármaco na dose de 100mg/Kg via i.p.. A 

seguir, observou-se os sintomas apresentados pelos animais e/ou a morte dos mesmos durante 

14 dias. A agulha utilizada para administração i.p. foi de 25 x 7mm (ratos) e 0,45 x 13mm 

(camundongos) (BIGHETTI et al., 2004). 

C) Experimento 3: Determinação da DL50 das microemulsões sem Oleato de Sódio contendo 

Doxorrubicina 

Trinta e cinco ratos Wistar e camundongos Swiss foram selecionados em função do 

peso e dispostos em 7 grupos de 5 animais, sendo 2 grupos controles, 1 grupo para a 

administração do veículo veículo e 4 grupos experimentais. Os animais do grupo controle 

negativo receberam uma solução salina estéril (100mg/Kg) via intraperitonial. Já os animais 

do grupo controle positivo receberam o cloridrato de doxorrubicina [9mg/Kg (ratos) e 

12,25mg/kg (camundongos)] via i.p., e aqueles dos grupos experimentais (ratos Wistar e 

camundongos Swiss) respectivamente 20; 25; 30 e 35mg/Kg e 20, 25, 40 e 70mg/Kg, 

respectivamente de micromulsões sem oleato de sódio contendo doxorrubicina pela mesma 

via. Os animais do grupo veículo receberam as microemulsões sem o fármaco na dose de 

100mg/Kg via i.p.. A seguir, observou-se os sintomas apresentados pelos animais e/ou a 

morte dos mesmos durante 14 dias. A agulha utilizada para administração i.p. foi de 25 x 

7mm (ratos) e 0,45 x 13mm (camundongos) (BIGHETTI et al., 2004). 

4.2.5 MÉTODOS ANALÍTICOS 

4.2.5.1 Determinação da atividade da isoenzima MB da creatinina kinase (CKMB)  

A determinação de CKMB foi realizada por método cinético pela reação otimizada por 

Szasz e colaboradores (1976), Kit Labtest (ref:200404), cujas etapas estão descritas abaixo: 

A amostra de soro foi incubada com o reagente de trabalho da isoenzima MB da 

creatinina kinase (CKMB) que contém um anticorpo específico para a subunidade CKM e que 

inibe completamente a atividade enzimática do monômero CKM. A atividade do monômero 

CKB, que não é inibida pelo anticorpo, é medida pela seguinte seqüência de reações: 
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Creatinina fosfato + ADP                       Creatinina + ATP CKB

 

A CK – B catalisa a desfosforilação da creatinina fosfato para produzir adenosina 

trifosfato (ATP).  

HK 

                       ATP + Glicose                           ADP + Glicose – 6 – fosfato 

 

Este ATP reage com a glicose na presença da hexoquinase (HK) formando glicose 6-

fosfato.  

 
G-6-PDH

Glicose – 6 – fosfato + NAD  6 – PG + NADH 

 

A glicose 6 – fosfato na presença da glicose 6-fosfato desidrogenase (G-6-PDH) é 

oxidada a 6 – fosfogluconato (6-PG) e reduz o NAD a NADH. A velocidade de incremento na 

absorvância em 340nm é proporcional à atividade da CKB na amostra.  

4.2.5.1.1 Procedimento: 

Em um tubo rotulado teste pipetou-se 1mL do reagente de trabalho. Adicionaram-se 

0,05mL de plasma contendo ME e DOX-ME (Tabelas 2 e 3), homogeneizaram-se e 

incubaram-se a 370C durante 5 minutos. Transferiram-se para a cubeta termostatizada a 370C 

e esperaram-se 30 segundos. Em seguida, realizaram-se a leitura da absorvância inicial (A1), 

disparando-se simultaneamente o cronômetro. Repetiram-se a leitura após 5 minutos (A2). A 

atividade da CKMB é dada pela seguinte equação: 

 

Atividade da CKMB (U/L) = (A2 – A1) x 1333 

Esses resultados foram expressos como média ± erro padrão da média e analisados, 

empregando-se análise de variância (KRUSKAL – WALLIS ONE WAY – Analysis of 

Variance on Ranks), seguido do teste de Dunn’s Method, tomando-se o valor de p < 0,05 

como nível de significância estatística (SOKAL e ROLHF, 1981). 
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4.2.5.2 Determinação da atividade da aspartato amino transferase (AST) 

A determinação da aspartato amino transferase (AST) ou transaminase glutâmico 

oxalacética (GTO) foi realizada por método cinético pela reação, Kit Labtest (ref: 06004), 

cujas etapas estão descritas a seguir: 

 A AST catalisa especificamente a transferência do grupo amina do ácido aspártico 

para o cetoglutarato, com formação de glutamato e oxalacetato, conforme mostra reação a 

seguir: 

 

L – Aspartato +  Cetoglutarato                        Oxalacetato + L – Glutamato 
AST 

  

          O oxalacetato é reduzido à malato por ação da malato desidrogenase (MDH), enquanto 

a coenzima NADH é oxidada à NAD. 

 

 

Oxalacetato + NADH   Malato + NAD 
MDH

           A redução da absorvância em 340nm, conseqüente à oxidação da NADH, é monitorada 

fotometricamente, sendo diretamente proporcional à atividade da AST na amostra.    

4.2.5.3 Determinação da atividade da alanina amino transferase (ALT) 

A determinação da alanina amino transferase (ALT) foi realizada por método cinético 

pela reação, Kit Labtest (ref: 140404), cujas etapas estão descritas abaixo: 

 A ALT catalisa especificamente a transferência do grupo amina da alanina para o 

cetoglutarato, com formação de glutamato e piruvato, conforme mostra reação a seguir: 

 

L – Alanina +  Cetoglutarato                        Piruvato + L – Glutamato 
ALT

 

           O piruvato é reduzido a lactato por ação da lactato desidrogenase (LDH), enquanto a 

coenzima NADH é oxidada a NAD.  

 

 

Piruvato + NADH   L- Lactato + NAD 
LDH
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            A redução da absorvância em 340nm, conseqüente à oxidação da NADH, é 

monitorizada fotometricamente, sendo diretamente proporcional à atividade da ALT na 

amostra.    

4.2.5.3.1 Procedimento 

Em um tubo rotulado teste pipetou-se 1mL do reagente de trabalho. Adicionaram-se 

0,1mL de plasma contendo ME e DOX-ME (Tabelas 2 e 3), homogeneizaram-se e 

transferiram-se imediatamente para a cubeta termostatizada a 37 ± 0,2 0C e esperaram-se 

1minuto. Em seguida, realizaram-se a leitura da absorvância inicial (A1), disparando-se 

simultaneamente o cronômetro. Repetiram-se a leitura após 2 minutos (A2). A atividade da 

AST e da ALT é dada pela seguinte equação: 

Atividade da AST e ALT (U/L) = (A1– A2)/ 2  x 1746 

Esses resultados foram expressos como média ± erro padrão da média e analisados, 

empregando-se análise de variância (KRUSKAL – WALLIS ONE WAY – Analysis of 

Variance on Ranks), seguido do teste de Dunn’s Method, tomando-se o valor de p < 0,05 

como nível de significância estatística (SOKAL e ROLHF, 1981). 

4.2.6 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL “IN VIVO” 

O Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Ciências Farmacêuticas - UNESP, 

Araraquara, considerou o protocolo para uso de animais neste projeto, estruturado dentro dos 

princípios éticos na experimentação animal do Colégio Brasileiro de Experimentação Animal 

– COBEA e de acordo com a Lei nº 11.977, de 25 de Agosto de 2005 que institui o Código de 

Proteção aos Animais do Estado de São Paulo concedendo PARECER FAVORÁVEL à sua 

execução, de acordo com Protocolo CEP/FCF/CAR nº 31/2005 em anexo (Anexo 8.3). 

4.2.6.1 Casuística 

 Para a determinação do potencial anticâncer “in vivo” das ME contendo doxorrubicina 

foram utilizados camundongos Swiss, com peso médio 30g provenientes do Biotério Central 

da Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP. Os animais foram transferidos para o 

biotério de Toxicologia e Farmacologia do Centro Pluridisciplinar de Pesquisa Química, 

Biológica e Agrícola – CPQBA/ UNICAMP, onde foram mantidos em condições controlada 

de temperatura (23 ± 1º C), umidade (55 ± 5%) e luz (ciclo 12/12h, luzes acesas às 7hs) e 
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receberam alimento e água à vontade. Os animais foram separados em 6 grupos de 9 animais 

cada, por grupo de tratamento. Os experimentos foram realizados na fase de claro.   

4.2.6.2 Tumor Ascítico de Ehrlich  

O teste para avaliação do potencial anticâncer “in vivo” da doxorrubicina incorporadas 

em microemulsões contendo oleato de sódio e microemulsões sem oleato de sódio foi 

realizado usando-se o modelo de Tumor Ascítico de Ehrlich (TAE) (VICENT e NICHOLLS, 

1967). As células de TAE foram descongeladas, ressuspendidas em tampão PBS e 

centrifugadas por 5 minutos a 2.340 (x g) a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o 

precipitado celular novamente ressuspendido em PBS, em volume suficiente para que cada 

animal recebesse 1.10
5 

células numa proporção de 10 mL/Kg (via intraperitoneal). Dois 

animais receberam essas células e foram considerados doadores, e após sete dias foram 

sacrificados por deslocamento cervical, seu líquido ascítico foi coletado e submetido a 

processamento, dado que a quantidade celular agora era muito maior que a inoculada.  

Para 2 mL de líquido ascítico coletados foram adicionados 2 mL de ficoll (Amersham 

Pharmacia
®

, Uppsala, Sweeden) e a mistura centrifugada a 2.340 (x g) por 15min a 18°C. O 

anel celular formado foi coletado e submetido à nova centrifugação, nas mesmas condições, 

após ser ressuspendido em PBS. O sobrenadante foi descartado e o pellet livre de hemáceas e 

células brancas foi ressuspendido em salina 0,9%, em quantidade suficiente para a inoculação 

de 1.10
5 
células/0,5mL em cada animal via subcutânea.  

Os animais foram monitorados e o tratamento foi iniciado, sempre pela via 

intraperitoneal, com 9 animais por grupo assim que o tumor sólido tornou-se evidente 

(aproximadamente 8 dias). Os animais foram divididos nos seguintes grupos: salina 0,9% 

(veículo) (10mL/Kg) como controle negativo, doxorrubicina (5 mg/Kg) como controle 

positivo, microemulsões sem fármaco (10mL/Kg) como controle negativo da doxorrubicina 

veiculada no sistema e cloridrato de doxorrubicina incorporada em microemulsão com e sem 

oleato de sódio nas respectivas doses: 2,5; 5 e 10mg/Kg. O tratamento foi realizado a cada 7 

dias e o tempo total de observação do experimento foi totalizado em 15 dias. Após os 15 dias 

de experimento, os animais foram eutanaziados e o tumor retirado, pesado e medido. Esses 

resultados foram expressos como média ± erro padrão da média e analisados, empregando-se 

análise de variância (KRUSKAL – WALLIS ONE WAY – Analysis of Variance on Ranks), 

seguido do teste de Dunn’s Method, tomando-se o valor de p < 0,05 como nível de 

significância estatística (SOKAL e ROLHF, 1981). 

Thalita Pedroni Formariz 



Resultados e Discussão  57

V. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 CARACTERIZAÇÃO FÍSICO-QUÍMICA DAS MICROEMULSÕES 

SELECIONADAS  

5.1.1 Efeito da adição de oleato de sódio e da incorporação da Doxorrubicina no 

comportamento reológico dos sistemas microemulsionados 

A Figura 14 (A) mostra a relação entre a tensão de cisalhamento e a velocidade de 

cisalhamento para microemulsões (ME) preparadas com oleato de sódio. As curvas da Figura 

14 (A) mostram que as ME comportam-se como sistemas não–newtonianos, pois não 

apresentam linearidade entre a tensão e a velocidade de cisalhamento (WOOD, 1986; 

SCOTT, 2000) e sugerem que estes sistemas apresentam as características de fluídos 

pseudoplásticos, não apresentando ponto de escoamento. Este comportamento resulta do 

alinhamento das gotículas coloidais formadas pelos componentes do sistema na direção do 

escoamento com o aumento a tensão ou velocidade de cisalhamento, reduzindo a resistência 

interna do sistema, com isso, a viscosidade diminui, podendo-se dizer que as ME “afinam-se” 

sob ação do cisalhamento (TOKUMOTO, 1996). A Figura 14 (B) mostra esta diminuição da 

viscosidade com o aumento da velocidade de cisalhamento. Pode-se observar, também, que a 

viscosidade varia muito pouco nas ME preparadas com até 6% de CHO, acima disto há um 

aumento abrupto da viscosidade com a proporção de colesterol. 
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 FIGURA 14. Tensão de cisalhamento x velocidade de cisalhamento das ME estabilizada com 

18,5; 17; 15; 14 e 12,5% de EU/FS/OS (35:35:30 p/p), contendo 1,5; 3; 5; 6 e  7,5% de CHO, 

como fase oleosa e 80% de fase aquosa (A) ; viscosidade aparente x velocidade de cisalhamento 

(B). 
 

O efeito da incorporação da doxorrubicina (DOX) na viscosidade das ME também foi 

investigada. A Figura 15 (A) mostra a relação entre a tensão de cisalhamento e a velocidade 

de cisalhamento para as ME preparadas com oleato de sódio variando a proporção EU/FS/OS 

e CHO contendo DOX. Assim, como as ME estudadas anteriormente (preparadas sem o 

fármaco), as ME com DOX também apresentaram comportamento de fluído pseudoplástico, e 

conseqüente diminuição da viscosidade com o aumento da velocidade de cisalhamento. A 

Figura 15 (B) mostra a variação da viscosidade aparente com a velocidade de cisalhamento e 

observa-se a diminuição da viscosidade sob ação de cisalhamento, confirmando o 

comportamento pseudoplástico do sistema. Pode-se notar também que a incorporação da 

DOX ao sistema (Figura 15 (B)), leva a um aumento da viscosidade aparente quando 

comparado com as ME sem o fármaco (Figura 14 (B)) e quando aumenta a proporção de 

colesterol do sistema. Estes efeitos podem ser explicados pela formação de microestruturas 

mais volumosas provocada pelas interações da DOX com a fase oleosa e que reflete 

diretamente sobre a viscosidade do sistema (FORMARIZ et al., 2006). O aumento abrupto da 
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viscosidade acima da proporção de 6% de CHO verificada nas ME sem o fármaco (Figura 14 

(B)), também é verificado quando a DOX é incorporada no sistema (Figura 15 (B)). 
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FIGURA 15. Tensão de cisalhamento x velocidade de cisalhamento das ME estabilizada com 

18,5; 17; 15; 14 e 12,5% de EU/FS/OS (35:35:30 p/p), contendo 1,5; 3; 5; 6 e 7,5% de CHO, 

como fase oleosa e 80% de fase aquosa com 2mg/mL de DOX (A) ; viscosidade aparente x 

velocidade de cisalhamento (B). 
 

Para descrever as características do fluxo das ME, uma vez que estes sistemas 

apresentam um comportamento pseudoplástico, um modelo de lei de potência foi utilizado. 

Assim, o comportamento do fluxo pode ser descrito pela equação (PRENTICE , 1984): 

 

τ = K . (γ& ) n 

 

em que τ é a tensão de cisalhamento, γ&  é a velocidade de cisalhamento, K é o 

índice de consistência que está relacionado com a viscosidade e n é o 

comportamento de fluxo. Neste modelo n > 1 representa um fluido dilatante, n < 

1 representa um fluido pseudoplástico e n = 1 representa um fluido Newtoniano.  
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 A Tabela 4 apresenta o comportamento de fluxo (n) e o índice de consistência (K) e o 

coeficiente de regressão (R2) para as diversas formulações de ME preparadas com e sem 

DOX. Os dados (Tabela 4) mostram que os valores de n tanto para as ME contendo ou não 

DOX são todos menores do que 1 indicando que estes sistemas apresentam comportamento 

pseudoplástico, confirmando os resultados anteriores. O grau de “pseudoplasticidade” pode 

ser medido pelo comportamento de fluxo (n) que aumenta com a diminuição da 

pseudoplasticidade. Assim, de maneira geral, à medida que aumenta a quantidade de 

colesterol (de 1,5 a 6%) no sistema, o grau de pseudoplasticidade torna-se menor e com 7,5% 

de colesterol volta a aumentar consideravelmente. A incorporação do fármaco contribui para 

aumentar esta pseudoplasticidade, conforme indicado na Tabela 4, os valores de n são 

menores quando comparados com as ME preparadas sem DOX.   

 Outrossim, a viscosidade dinâmica das ME pode ser avaliada com o índice de 

consistência (K) que aumenta com a viscosidade. Para ambos os sistemas, contendo ou não 

DOX, os valores de K (Tabela 4) variam muito pouco quando a proporção de colesterol 

aumenta de 1,5 a 6%, acima disto (7,5%) há um aumento abrupto, indicando que a 

viscosidade aumenta consideravelmente para as ME preparadas com quantidades elevadas de 

colesterol. A incorporação de DOX contribui ainda mais para o aumento da viscosidade do 

sistema, como pode ser visto na Tabela 4, em que observa-se que os valores de K são maiores 

quando comparados com as ME sem DOX. Todos esses resultados de reologia sugerem que a 

quantidade de colesterol e suas interações com o fármaco favorecem a cristalização do 

colesterol contribuindo para o aumento da viscosidade (HYDE, 2001; FARKAS et al., 2001; 

STIDDER et al., 2005), e o conseqüente aumento dos valores de K. Além disto, há um 

favorecimento na formação de uma rede estrutural que faz com que aumente o grau de 

pseudoplasticidade quando comparados com as ME sem o fármaco e apresente para sistemas 

com maiores proporções de colesterol, como a preparada com 7,5 %, o maior comportamento 

pseudoplástico.  
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TABELA 4. Comportamento de fluxo (n) e índice de consistência (K) para as formulações 

preparadas com concentração fixa de fase aquosa e aumento da concentração de CHO, como 

fase oleosa contendo 2mg/mL de DOX. 

Formulações 

Sem DOX 

[CHO] 

% 

N K R2 Formulações

Com DOX 

[CHO] 

% 

n K R2

A1 1,5 0,67 0,02 0,947 A1 1,5 0,58 0,08 0,992 

A2 3 0,69 0,02 0,974 A2 3 0,72 0,06 0,997 

A3 5 0,82 0,02 0,980 A3 5 0,73 0,07 0,998 

A4 6 0,85 0,02 0,988 A4 6 0,75 0,07 0,998 

A5 7,5 0,64 0,75 0,997 A5 7,5 0,64 0,99 0,998 

 

A literatura mostra que muitas ME também apresentam tixotropia (CERA, 2001; 

FORMARIZ, 2004). Os materiais pseudoplásticos podem apresentar a propriedade de afinar-

se com a aplicação de velocidades de cisalhamento crescentes. Quando a velocidade de 

cisalhamento é removida, as tensões de cisalhamento são relaxadas e o sistema tenderá a 

readquirir a estrutura inicial, de tal forma que as curvas ascendentes e descendentes do 

reograma estarão deslocadas, resultando em uma área de histerese. Esse fenômeno é 

conhecido como tixotropia (MARTIN et al., 1969; SHAW, 1975; SCOTT, 2000).  

Dessa maneira, resolveu-se estudar também as propriedades tixotrópicas das 

microemulsões que estão diretamente relacionadas com os seus componentes. Nota-se que as 

ME contendo oleato de sódio (Figura 14 (A)) apresentam grau de tixotropia insignificantes 

com o aumento da concentração de CHO. Porém, quando a DOX é adicionada ao sistema, o 

grau de tixotropia aumenta (Figura 15 (A)). Além disso, o grau de tixotropia, estimado a partir 

da área de histerese entre as curvas ascendentes e descendentes do reograma, aumenta com a 

diminuição da concentração de colesterol (Figuras 14 (A) e 15 (A)) para as amostras contendo 

oleato de sódio.  

O caráter tixotrópico das formulações (Figuras 14 (A) e 15 (A)) pode ser atribuído a 

uma rede fracamente estruturada formada pela agregação das gotículas coloidais que dão 

origem as regiões mais estruturadas. Como prevê a literatura, quando a concentração de CHO 

aumenta no sistema, a sua cristalização é favorecida e ocorre na forma de bicamadas 

lamelares, levando a uma estrutura com menor mobilidade (STIDDER et al., 2005). Porém, 

essa estruturação pode ser destruída com o aumento da velocidade de cisalhamento e 

Thalita Pedroni Formariz 



Resultados e Discussão  62

facilmente recomposta quando essa velocidade diminui devido a uma possível quebra dos 

cristais de colesterol e à existência de forças de interações fracas entre gotículas ou agregados, 

ou entre as regiões mais estruturadas e o fármaco (DOX). 

Maiores informações sobre a estrutura destes sistemas podem ser obtidas por análises 

reológicas a partir da aplicação de solicitação oscilatória. Neste tipo de ensaio, a tensão de 

cisalhamento varia como uma onda senoidal e a relação entre as ondas de tensão aplicada e a 

deformação resultante fornece informações sobre os tipos de resposta (elástica ou viscosa) do 

sistema. A partir da razão destas duas grandezas, obtém-se o módulo elástico complexo G*. 

Tokumoto (1996) relata que a componente real do módulo elástico, G’, é denominada de 

módulo de armazenagem, porque representa a energia armazenada durante a deformação a 

tensão crescente e liberada quando a tensão é relaxada. A parte imaginária do módulo G’’, 

deve-se ao elemento viscoso que não pode armazenar energia, porque a tensão aplicada é 

dissipada na forma de deformação irreversível. Desse modo, G” é denominado módulo de 

perda e leva em conta esta dissipação de energia. Sendo assim, estudou-se a evolução 

temporal dos módulos de armazenagem (G’) e perda (G”) em função da freqüência aplicada 

para as ME com OS contendo ou não DOX. 

A evolução dos módulos de armazenagem G’e de perda G” das ME com OS sem 

DOX são mostrados na Figura 16, em que pode-se observar que para as ME com quantidades 

inferiores a 7,5% de colesterol, a ausência de G’ e a predominância de G” indicam que essas 

amostras (A1, A2, A3 e A4) comportam-se praticamente como um sistema líquido viscoso. 

Esse comportamento é característico de soluções líquidas uma vez que G’ e G’’ apresentam 

uma dependência linear com a freqüência. Por outro lado, para as ME com 7,5 % de CHO, G’ 

está presente, mas com valores bem inferiores a G’’, sugerindo que essa amostra comporta-se 

como um líquido essencialmente viscoso constituído de uma rede fracamente estruturada, ou 

seja, apresenta propriedades viscoelásticas. Em ambos os casos, esses comportamentos dos 

fluidos associados à redução da viscosidade com a velocidade de cisalhamento (Figuras 14 

(B) e 15 (B)) facilitam não somente a aplicação parenteral, mas também a preparação das ME 

estudadas (Tabelas 2 e 3).  
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FIGURA 16. Evolução dos módulos de armazenagem G’e de perda G” da ME estabilizada 

com 18,5; 17; 15; 14 e 12,5% de EU/FS/OS (35:35:30 p/p), contendo 1,5; 3; 5; 6 e 7,5% de 

CHO, como fase oleosa e 80% de fase aquosa, respectivamente.   

 

Quando o fármaco é incorporado, todas as ME apresentam propriedades 

viscoelásticas, com valores de G’ inferiores a G’’. A figura 17 mostra a evolução dos módulos 

de armazenagem (G’) e de perda (G”) das ME com OS contendo DOX. Para as ME 

preparadas com 7,5% CHO, o número de interações elásticas aumenta, o que faz os valores de 

G’ serem maiores em relação às proporções inferiores de CHO, porém a sua quantidade não é 

suficiente para caracterizar o sistema como sólido com característica predominantemente 

elástica, pois G’’> G’. Assim, pode-se sugerir que quando a DOX é adicionada ao sistema, 

esta favorece ainda mais a formação de agregados ou de pequenos cristais de colesterol 

(LOOMIS et al., 1979; EPAND et al., 2000 e 2001).  
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FIGURA 17. Evolução dos módulos de estocagem G’e de perda G” da ME estabilizada com 

18,5; 17; 15; 14 e 12,5% de EU/FS/OS (35:35:30 p/p), contendo 1,5; 3; 5; 6 e 7,5% de CHO, 

como fase oleosa e 80% de fase aquosa e 2mg/mL de DOX, respectivamente. 
 

Ensaios de compliância (ou fluência-relaxação) foram realizados para comprovar a 

natureza viscoelástica das ME. A compliância é definida pela razão da deformação pela 

tensão. Neste teste, uma tensão constante é aplicada e a deformação da amostra é determinada 

em função do tempo (fluência). Na etapa de relaxação é retirada à tensão pré-determinada da 

amostra e essa retorna à forma original em função do tempo (MARRIOTT, 1988) podendo 

sugerir a propriedade do material estudado. A curva é dada em termos de compliância em 
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função do tempo, quanto menor a compliância maior é a componente elástica do sistema 

(KORHONEN, 2004). 

A evolução das curvas de fluência-relaxação das ME com OS, sem e com DOX são 

mostradas na Figura 18 (A) e (B), respectivamente. Para as ME sem fármaco, com o aumento 

da concentração de colesterol, observa-se um pequeno desvio da linearidade nas curvas de 

deformação seguida de uma relaxação pouco acentuada (Figura 18 (A)), comportamentos 

típicos de sistemas viscosos, a qual a componente elástica é desprezível. Entretanto, para as 

ME sem DOX com alta concentração de colesterol (7,5%) (Figura 18 (A)) e com DOX 

incorporada (Figura 18 (B)), observa-se uma relaxação mais acentuada quando a tensão é 

removida além de um maior desvio da linearidade nas curvas de deformação seguida de uma 

relaxação pouco acentuada, o que caracteriza o comportamento típico de sistemas 

viscoelásticos. 
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FIGURA 18. Evolução temporal da compliância das ME sem (A) e com DOX (B) 

estabilizada com 18,5; 17; 15; 14 e 12,5% de EU/FS/OS (35:35:30 p/p), contendo 1,5; 3; 5; 6 

e 7,5% de CHO, como fase oleosa e 80% de fase aquosa, respectivamente. 

 

A Figura 19 apresenta os valores de compliância extraídos no tempo de 119s da etapa 

de fluência para as ME com e sem DOX. A figura mostra que a compliância diminui com o 

aumento da quantidade de CHO, indicando a tendência de se obter sistemas mais 

viscoelásticos para elevados teores de CHO. Este comportamento evidencia o início da 

formação de interações entre as gotículas uma vez que a incorporação de colesterol no sistema 
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contribui para formar estruturas mais ordenadas e com isso contribuem para o aparecimento 

de regiões com partículas interconectadas por interações elásticas que permitem a recuperação 

da deformação após o alívio da tensão. Esse fato é evidenciado principalmente pela ME com 

7,5% de CHO (LOOMIS et al., 1979; EPAND et al., 2000; 2001).  

 Com incorporação de DOX às ME, os valores de compliância (Figura 19) são menores 

quando comparados com as ME sem DOX, indicando que o fármaco favorece o aumento da 

viscoelásticidade do sistema, dessa maneira, a estruturação é ainda mais favorecida quando a 

DOX é incorporada ao sistema formando estruturas com menor mobilidade. 
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FIGURA 19. Valores de compliância a 119s (etapa de fluência) das ME em função da 

quantidade de colesterol. 

5.1.1.2 Efeito da retirada do oleato de sódio (OS) e da incorporação da Doxorrubicina 

nos sistemas microemulsionados 

Para estudar a influência do tensoativo e da incorporação de fármaco nas 

propriedades reológicas das ME, foram preparados sistemas sem o oleato de sódio (OS), 

incorporando ou não a doxorrubicina (DOX). O comportamento reológico foi analisado por 

ensaios de escoamento, oscilação e fluência-relaxação, utilizando a mesma sistemática dos 

estudos anteriores. A Figura 20 mostra a relação entre a tensão de cisalhamento e a 

velocidade de cisalhamento para as ME preparadas sem oleato de sódio sem (A) e com (B) 

DOX. As curvas (Figura 20) mostram que as ME sem OS comportam-se como fluídos 

plásticos com uma tensão limite de escoamento, principalmente para as formulações acima 
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de 3% de colesterol (CHO). A presença de interações entre as gotículas coloidais ou 

aglomerados ocasiona um aumento da viscosidade do sistema e dificulta o escoamento. A 

tensão limite representa a tensão máxima que o sistema suporta sem quebra das interações 

existentes e, portanto, quando excedida, o sistema escoa normalmente. A Figura 20 também 

mostra que, com exceção das ME com 3 % de CHO, todas apresentam propriedades 

tixotrópicas. Nota-se que o grau de tixotropia, estimado a partir da área de histerese entre as 

curvas ascendentes e descendentes do reograma, aumenta com o aumento da concentração de 

colesterol e quando o OS é retirado da formulação.  

O caráter tixotrópico e a presença de uma tensão limite de escoamento pode, portanto, 

ser atribuído a uma rede fracamente estruturada formada pela agregação das gotículas 

coloidais que dão origem às regiões mais estruturadas. Isto ocorre devido ao aumento da 

concentração de CHO no sistema e retirada do OS, fato que favorece a sua cristalização, 

ocorrendo na forma de bicamadas lamelares, levando a uma estrutura com menor mobilidade 

(STIDDER et al., 2005). A incorporação de fármaco às ME contribui ainda mais para 

estruturação do sistema, entretanto ela pode ser facilmente destruída com o aumento da 

tensão ou da velocidade de cisalhamento, e facilmente recomposta quando essa velocidade 

diminui. 
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FIGURA 20. Tensão de cisalhamento x velocidade de cisalhamento das ME estabilizada com 

17, 14, 10, 8 e 5% de EU/FS (1:1) contendo 3, 6, 10, 12 e 15% de CHO, como fase oleosa e 

80% de fase aquosa (A) e 2mg/mL de DOX (B), respectivamente. 
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 Por serem sistemas que se comportam como fluídos plásticos, as altas taxas de 

cisalhamento aplicadas provocam além da desestruturação, a diminuição da viscosidade. No 

caso das ME, isto deve-se ao alinhamento das gotículas coloidais na direção do escoamento, 

diminuindo a resistência interna e conseqüentemente a viscosidade. Este fenômeno pode ser 

melhor ilustrado a partir da Figura 21. As Figuras 21 (A) e (B) mostram as curvas log-log de 

viscosidade versus velocidade de cisalhamento para diversas ME preparadas com diferentes 

quantidades de CHO sem e com DOX, respectivamente. Pode-se observar que realmente o 

sistema “afina-se”, ou seja, sua viscosidade diminui. Além disto, há um aumento da 

viscosidade conforme aumenta as proporções de CHO e quando o OS é retirado do sistema 

para ambas as formulações. Quando comparadas, as ME com fármaco incorporado 

apresentaram valores de viscosidade superiores, confirmando que a adição de DOX na 

preparação contribui ainda mais para a estruturação do sistema, pois o fármaco interage com 

as gotas de óleo induzindo a cristalização do colesterol. Isso também pode ser explicado pela 

interação da DOX na interface dos sistemas, a qual possui uma estrutura volumosa, podendo 

perturbar a organização da interface, promovendo espaçamento entre as moléculas de 

tensoativo, formando uma estrutura mais organizada (SON et al., 2003) e levando ao aumento 

da viscosidade. 
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FIGURA 21. Curva log-log de viscosidade versus velocidade de cisalhamento para diversas 

ME preparadas com diferentes quantidades de CHO sem (A) e com (B) 2mg/mL de DOX. 

 

A viscosidade de fluídos não-newtonianos (fluídos pseudoplásticos, plásticos entre 

outros), é denominada viscosidade aparente, pois neste caso, além da temperatura e pressão 

(características de fluídos newtonianos), ela é dependente também da velocidade de 

cisalhamento e do tempo (ATKINSON, 2005). As microemulsões e mesofases líquido-

cristalinas podem ser grosseiramente caracterizadas verificando-se a viscosidade aparente. A 

fase lamelar geralmente apresenta-se como um fluido viscoelástico, a fase hexagonal tem a 

viscosidade semelhante à de um gel, enquanto que a viscosidade da fase cúbica é 

extremamente elevada (GABBOUN et al., 2001; HYDE, 2001).  

 Correa e colaboradores (2005) mostraram que a viscosidade aparente de sistemas 

microemulsionados é dependente do volume de fase e da natureza da fase oleosa, visto que o 

aumento do volume de fase interna oleosa provocou um aumento da viscosidade aparente e 

que microemulsões com estruturas bicontínuas apresentam valores de viscosidade mais altos. 

A caracterização físico-química de sistemas microemulsionados, principalmente por estudos 

de viscosidade aparente, pode auxiliar na interpretação dos experimentos de liberação “in 

vitro” e “in vivo”. Uma vez que a viscosidade do sistema está relacionada diretamente com a 
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velocidade de liberação “in vitro” e com o processo de difusão “in vivo”, facilitando ou 

dificultando a fração de fármaco disponível por unidade de tempo (CORREA et al., 2005). 

 Por apresentarem uma tensão limite de escoamento, um modelo que pode descrever 

estes sistemas é o de Herschel-Bulkley que segue a equação (HANKS, 1974): 

  

τ = τy + K . (γ& ) n

 

em que  τy é a tensão limite de escoamento. As Figuras 22 (A) e (B) mostram a variação de τy, 

γ&  e K em função da % de CHO utilizado na preparação das ME sem e com incorporação do 

fármaco, respectivamente.  

 De uma maneira geral, pode-se observar (Figura 22) que a tensão limite de 

escoamento e o índice de consistência relacionada à viscosidade aumentam conforme aumenta 

a concentração de CHO no sistema, estes parâmetros são mais acentuados quando a DOX é 

adicionada ao sistema. Estes resultados confirmam que o aumento da fase oleosa, no caso o 

CHO, provoca um aumento da viscosidade das ME, pois promove um maior empacotamento 

das moléculas de fosfatidilcolina de soja (co-tensoativo) e induzem a formação de uma 

estrutura mais organizada, mais rígida e com menor mobilidade (TIROSH et al., 1997).  

 Os valores de n menores que 1, confirmam que todas as ME seguem o comportamento 

de um fluído plástico. Além disto, o grau de “plasticidade” pode ser medido por n que diminui 

conforme aumenta a plasticidade, indicando que apesar da existência de interações que 

causam a estruturação dos sistema, estas podem ser facilmente quebradas, o que leva às 

gotículas coloidais individualizadas ou aglomerados a se orientarem na direção do 

escoamento. 
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FIGURA 22. Variação da tensão limite de escoamento (τy), do índice de consistência (K) e 

do comportamento de fluxo (n) em função da % de CHO utilizado na preparação das ME sem 

e com incorporação do fármaco, respectivamente. 

 

Melhores informações sobre a estrutura com perturbação mínima do sistema podem 

ser obtidas utilizando a análise reológica a partir da aplicação de solicitação oscilatória. A 

evolução dos módulos de armazenagem G’e de perda G” das ME sem DOX são mostrados na 

Figura 23.  

A Figura 23 mostra que, exceto para as ME preparadas com 3% CHO, todas 

apresentaram G’, indicando que estas formulações (de 6% a 15% de CHO) possuem uma 

componente elástica que é atribuída a presença de uma rede estrutural interconectada. Estes 

resultados confirmam os ensaios de escoamento, aonde as ME com quantidade acima de 3% 

de CHO apresentaram propriedades tixotrópicas.  Entretanto, G’ < G’’ a freqüências (f) 

inferiores a aproximadamente 3 Hz, acima disto G’ > G’’. Isto indica que estas formulações 

para f < 3 Hz se comportam como um líquido viscoso. 

Para f > 3Hz, as ME apresentam um caráter elástico mais pronunciado, indicando que 

o sistema se comporta como um sólido elástico. Provavelmente, freqüências maiores 

favorecem as interações entre as gotículas coloidais e consolidam a formação de uma rede 

estrutural interconectada. Esse comportamento do fluido restringe a aplicação parenteral 

dessas ME, além de dificultar a sua preparação.  
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FIGURA 23. Evolução dos módulos de estocagem G’e de perda G” da ME, em função das 

quantidades de 3, 6, 10, 12 e 15% de CHO.  

 

A adição de DOX promove ainda mais a estruturação do sistema, como discutido 

anteriormente. A Figura 24 mostra a evolução de G’ e G” em função da quantidade de CHO 

com DOX  e confirma estes resultados. Semelhante as ME sem o fármaco, formulações com 

3% de CHO não apresentam valores de G’, indicando que não possuem uma componente 

elástica definida. Este resultado revela o caráter mais fluido desta formulação entre todas as 

ME estudadas. Com o aumento de CHO, G’ está presente e para as ME com 6 e 12 % de 
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CHO, G’ é menor que G’’ para baixas freqüências, já as ME com 10 e 15% de CHO 

apresentam, nesta região de freqüência, valores de G’ e G” praticamente iguais. Estes 

resultados revelam que os sistemas em algumas proporções de CHO (de 6 e 12% de CHO) 

comportam-se como líquidos viscosos, enquanto que aqueles com proporções de 10 e  15% 

tendem a comportar-se como sólidos elásticos. Quando a freqüência aumenta todas as ME 

apresentam G’>G’’. 
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FIGURA 24. Evolução dos módulos de estocagem G’e de perda G” da ME, em função das 

quantidades de 3, 6, 10, 12 e 15% de CHO para ME preparadas com DOX. 

 

Pelos estudos anteriores a viscosidade e a elasticidade do sistema aumentavam com a 

quantidade de CHO, portanto, era esperado que os valores de G’ para as ME com DOX 

aumentasse ainda mais em função da quantidade de CHO na preparação. Além disto, para as 

ME com 10 e 15% de CHO fica difícil quantificar à baixas freqüências os valores de G’ e G” 

e determinar o comportamento reológico destas formulações. Com isso, a análise de tan δ 

pode ser uma ferramenta simples e direta que possibilita quantificar a viscoelasticidade do 

sistema, ou seja, o quanto esse sistema microemulsionado é um sólido elástico ou um líquido 
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viscoso. O tan δ, também conhecido como ângulo de defasagem, é a razão entre G’’ e G’. 

Quando tan δ é maior que 1, indica que G’’> G’ e o material tem um comportamento 

semelhante a um líquido viscoso e quando tan δ < 1, G’’ < G’ e o comportamento é de um 

sólido elástico (XU e KORLLING, 2005). A Figura 25 apresenta a variação de tan δ em 

função da freqüência para várias proporções de CHO. Nota-se que a ME com 6% de CHO é 

essencialmente um líquido viscoso, pois tan δ >> 1; para as outras proporções um 

comportamento atípico ocorre, por exemplo, a ME com 10% possui uma componente elástica 

muito mais acentuada do que 15% (a princípio a mais viscoelástica), pois em quase todo o  

intervalo de freqüência estudado apresenta tan δ < 1, o que indica o comportamento de um 

sólido elástico. Este fenômeno pode ser devido à formação de pequenos cristais de CHO 

distribuídos localmente em regiões específicas da amostra que podem mascarar a medida e a 

ME pode ser erroneamente considerada como mais ou menos viscoelástica. 
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FIGURA 25. Variação da tan δ em função da freqüência para ME com DOX com várias 

proporções de CHO. 

  

 A evolução das curvas de fluência-relaxação das ME sem DOX são apresentados na 

Figura 26. A compliância, definida como a razão entre a deformação e a tensão aplicada, é 

estudada em função do tempo (KORHONEN, 2004). As curvas apresentadas na Figura 26, 

confirmam ainda mais o caráter viscoelástico das ME com DOX observados nos ensaios 

oscilatórios. Nota-se com exceção da formulação com 3% de CHO, que como visto 
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anteriormente, não apresentou uma componente elástica, as outras formulações apresentaram 

o comportamento de sistemas líquidos viscosos com uma componente elástica acentuada, 

indicando que existem regiões com partículas interconectadas por interações que permite a 

recuperação da deformação após o alívio da tensão e é ainda mais favorecida quando a DOX é 

incorporada ao sistema formando estruturas com menor mobilidade.       

Em termos de compliância, quanto menor o seu valor, maior é a componente elástica 

do sistema (KORHONEN, 2004). As Figuras 26 e 27 mostram a diminuição da compliância 

com o aumento da proporção de CHO, confirmando o que era esperado para este sistema, ou 

seja, aumento das interações elásticas entre as gotículas coloidas ou agregados favorecidas 

pela adição de CHO e DOX. Este comportamento pode ocorrer devido a formação de CHO na 

forma lamelar ou a formações de pequenos cristais de CHO (LOOMIS et al., 1979; EPAND 

et al., 2000 e 2001), onde uma rede sólida tridimensional pode ser formada imobilizando a 

DOX na interface e o sistema adquire característica de um sólido elástico. 
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FIGURA 26. Evolução temporal dos diagramas de fluência-relaxação da ME estabilizada 

com 17, 14, 10, 8 e 5% de EU/FS (1:1), contendo 3, 6, 10, 12 e 15% de CHO, como fase 

oleosa e 80% de fase aquosa, respectivamente.   

 

 A partir dos estudos do comportamento reólogico é possível sugerir a evolução 

estrutural das ME. Inicialmente as gotículas estão monodispersas, com adição do CHO, há 

uma aproximação destas gotículas tendendo a interligar-se fisicamente. O sistema adquire 

propriedades viscoelásticas principalmente quando a concentração de CHO aumenta (Figura 
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26) e a DOX é incorporada ao sistema (Figura 27), indicando que os agregados de gotículas 

coloidais crescem e começam a interagir, levando à formação de CHO na forma lamelar ou a 

formações de pequenos cristais de CHO causando a turbidez do sistema.   

A componente elástica do sistema aparece à medida que aumenta a concentração de 

CHO (7,5% - Figura 26) e quando a DOX (Figura 27) é incorporada no sistema indicando que 

o número de interações elásticas aumentam, porém a sua quantidade não é o suficiente para 

caracterizar o sistema como sólido com características predominantemente elásticas. Assim, 

pode-se sugerir que quando a DOX é adicionada ao sistema, esta favorece ainda mais a 

formação de agregados ou de pequenos cristais de CHO (LOOMIS et al., 1979; EPAND et 

al., 2000; 2001).  
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FIGURA 27. Evolução temporal dos diagramas de fluência-relaxação da ME estabilizada 

com 17, 14, 10, 8 e 5% de EU/FS (1:1), contendo 3, 6, 10, 12 e 15% de CHO, como fase 

oleosa, 80% de fase aquosa e 2mg/mL de DOX, respectivamente.   

 

A mistura de tensoativos com água, em determinadas proporções, na ausência ou na 

presença de substâncias lipofílicas podem formar diferentes tipos de agregados, entre os quais 

agregados polimorfos representados pelas ME, que estão intimamente ligados com a 

proporção e a natureza dos componentes da mistura (FORMARIZ et al., 2006). Dessa 

maneira, de acordo com os dados de reologia, viscosidade aparente, compliância e ensaios 

oscilatórios a propriedade desses sistemas influenciaram diretamente na incorporação da 
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DOX, podendo influenciar fortemente na liberação “in vivo” assim como na sua 

biodisponibilidade.  

5.1.2 Microscopia de luz polarizada 

As Figuras 28 a 31 mostram as fotomicrografias das amostras que diferem entre si pela 

proporção de tensoativos e de fase interna oleosa utilizada para obter as ME. A composição 

de cada ME está descrita na metodologia (Tabelas 2 e 3).  Esses sistemas apresentam um 

aumento da quantidade de colesterol de 1,5; 3; 5; 6 e  7,5%, respectivamente.  

 

        

FIGURA 28. Fotomicrografia representativa da ME 

estabilizada com 18,5 e 17% de EU/FS/OS (35:35:30 

p/p), contendo 1,5 e 3% de CHO como fase oleosa e 

80% de fase aquosa. Formulações: A1, A2, 

respectivamente. Aumento 20x. 

 FIGURA 29. Fotomicrografia representativa da ME 

estabilizada com 18,5 e 17% de EU/FS/OS (35:35:30 

p/p), contendo 1,5 e 3% de CHO como fase oleosa, 

80% de fase aquosa e 2mg/mL de Dox. Formulações: 

A1, A2, respectivamente. Aumento 20x. 
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FIGURA 30. Fotomicrografia representativa da ME 

estabilizada com 15, 14 e 12,5% de EU/FS/OS 

(35:35:30 p/p), contendo 5, 6 e 7,5 % de CHO como 

fase oleosa e 80% de fase aquosa. Formulações: A3, A4 

e A5, respectivamente. Aumento 20x. 

 FIGURA 31. Fotomicrografia representativa da ME 

estabilizada com 15, 14 e 12,5% de EU/FS/OS 

(35:35:30 p/p), contendo 5 , 6 e 7,5% de CHO como 

fase oleosa, 80% de fase aquosa e 2mg/mL de Dox. 

Formulações: A3, A4 e A5, respectivamente. 

Aumento 20x. 

 
Nota-se para as amostras (Figuras 28 e 29) que apresentam cerca de 1,5 e 3% de fase 

interna oleosa (colesterol) um comportamento isotrópico (campo escuro), ou seja, sob o plano 

de luz polarizada, não desviam luz sugerindo a formação de sistema microemulsionado uma 

vez que a viscosidade aparente da fase cúbica é extremamente elevada (GABBOUN et al., 

2001; HYDE, 2001) e os resultados de viscosidade aparente dessas amostras é baixa 

conforme mostra as Figuras 14 (B) e 15 (B) (Formulações: A1, A2). As fotomicrografias 

sugerem que nessas concentrações de colesterol (1,5 e 3%) a incorporação do fármaco não 

interfere na estruturação das fases (Figura 29).  

Por outro lado, à medida que a concentração de colesterol aumenta (5, 6, e 7,5%) 

observa-se que há um desvio sob o plano de luz polarizada, resultando no aparecimento de 

“cruzes de malta”, características de estrutura de fase lamelar (Figura 30), indicando que a 

variação na porcentagem e composição do tensoativo e no volume de fase interna oleosa 

interferem no grau de estruturação dos sistemas, tornando-os mais ordenados. Entretanto, 

quando a DOX é incorporada ao sistema (Figura 31) a estruturação é ainda mais favorecida, 

levando a formação de estruturas com menor mobilidade. Esse fato também pode ser 

comprovado pelos gráficos de viscosidade (Figura 14 (B)) que mostram um aumento da 

viscosidade com o aumento da concentração de colesterol. Com a incorporação de DOX no 

sistema a viscosidade aumenta (Figura 15 (B)) ainda mais e esse fato deve estar associado à 

formação da fase lamelar do colesterol, que segundo a literatura apresenta-se como um fluido 

viscoelástico (GABBOUN et al., 2001; HYDE, 2001).  
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A análise da fotomicrografia da microemulsão sem oleato de sódio contendo colesterol 

na concentração de 3% (Figura 32) e da mesma microemulsão contendo DOX (Figura 33) 

apresenta um comportamento isotrópico e sugere que nessa concentração de colesterol (3%) a 

incorporação do fármaco não interfere na estruturação das fases do sistema (Figura 33) 

sugerindo também a formação de sistema microemulsionado uma vez que os resultados de 

viscosidade dessas amostras é baixa conforme mostra Figura 21 (A) e (B) (Formulação: B1). 

 

           

FIGURA 32. Fotomicrografia da ME estabilizada com 

17% de EU/FS (1:1), contendo 3 % de CHO, como fase 

oleosa e 80% de fase aquosa. Formulação: B1. 

Aumento 20x. 

 FIGURA 33. Fotomicrografia da ME estabilizada 

com 17% de EU/FS (1:1), contendo 3 % de CHO 

como fase oleosa, 80% de fase aquosa e 2mg/mL de 

Dox. Formulação: B1. Aumento 20x. 

 

As fotomicrografias apresentadas nas Figuras 34 a 37 revelam que tanto para as 

microemulsões sem oleato contendo colesterol nas seguintes concentrações 6, 10, 12 e 15% 

(Figuras 34 e 36) quanto para essas mesmas microemulsões contendo DOX (Figuras 35 e 37) 

os sistemas apresentam comportamento anisotrópico, ou seja, desviam a luz polarizada, 

resultando no aparecimento de “cruzes de malta”, característico de estrutura de fase lamelar 

(Figuras 34 e 35) e de cristais, característico de estrutura de uma fase cristalina (Figura 36 e 

37).  

Assim, à medida que aumenta a concentração de colesterol e/ou o fármaco é 

incorporado ao sistema tanto o CHO como a DOX favorecem ainda mais a formação de 

cristais. A fotomicrografia do colesterol utilizado no preparo das amostras (Figura 38) revela 

a possibilidade da ocorrência da cristalização do colesterol, entretanto a natureza da fase 

cristalina só pode ser determinada com precisão por medidas de difração de raios-X. 

Entretanto, sabe-se da literatura que quando a concentração de CHO aumenta no sistema, a 

sua cristalização é favorecida e ocorre na forma de bicamadas lamelares, levando a uma 
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estrutura com menor mobilidade e a um aumento no grau de empacotamento das gotículas 

(STIDDER et al., 2005).  

 

           

FIGURA 34. Fotomicrografia da ME estabilizada com 

14% de EU/FS (1:1), contendo 6 % de CHO, como fase 

oleosa e 80% de fase aquosa. Formulação: B2. 

Aumento 20x. 

 FIGURA 35. Fotomicrografia da ME estabilizada 

com 14% de EU/FS (1:1), contendo 6 % de CHO 

como fase oleosa, 80% de fase aquosa e 2mg/mL de 

Dox. Formulação: B2. Aumento 20x. 

           

FIGURA 36. Fotomicrografia representativa da ME 

estabilizada com 10, 8 e 5% de EU/FS (1:1), contendo 

10, 12 e 15 % de CHO, como fase oleosa e 80% de fase 

aquosa. Formulações: B3, B4 e B5, respectivamente. 

Aumento 20x. 

 FIGURA 37. Fotomicrografia representativa da ME 

estabilizada com 10, 8 e 5% de EU/FS (1:1), 

contendo 10, 12 e 15 % de CHO como fase oleosa, 

80% de fase aquosa e 2mg/mL de Dox. 

Formulações: B3, B4 e B5, respectivamente. 

Aumento 20x. 
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FIGURA 38. Fotomicrografia da solução aquosa de 

colesterol ([CHO]= 0,2 mg/mL). Controle positivo. 

Aumento 20x. 

 

Nesse contexto, a formação de cristais de colesterol ou colesterol com fase lamelar, 

além de afetar a liberação do fármaco, pode alterar a direção do seu movimento, assim como 

aumentar sua solubilidade, em função das regiões de diferentes polaridades existentes nesses 

sistemas (FARKAS et al., 2001). 

5.1.3 Espalhamento de luz a baixo ângulo (SAXS) 

As Figuras 39-40 e 42-43 mostram as curvas das intensidades de espalhamento I(q) 

em função do vetor de espalhamento (q) das formulações selecionadas e apresentadas na 

Tabelas 5 a 8. Nota-se pela curva de SAXS da amostra com menor concentração de colesterol 

a presença de um pico localizado a q=0,073. À medida que a concentração de colesterol 

aumenta e de oleato de sódio diminui há um deslocamento da posição máxima do pico de 

q=0,073 para q=0,0892 Å-1. Esse deslocamento indica uma mudança na distância entre os 

objetos espalhadores, que é dada por d=2π/qmax, onde qmax é a posição do máximo do pico. 

Quando a concentração de colesterol passa de 5 para 15% ocorre uma diminuição na distância 

de 86 para 70Å. Um alargamento dos picos também é observado com o aumento de colesterol 

e esse comportamento sugere a desestruturação das gotículas das microemulsões ou de seus 

agregados para formar uma nova estrutura. A formação de agregados com um maior grau de 

organização ou de cristais é favorecida quando ocorre o aumento da concentração de 

colesterol associada à incorporação de DOX no sistema conforme pode-se observar na Figura 

40 em que há formação de picos característico  de sistemas mais ordenados a valores de q 

entre 0,0675 a 0,092 Å-1.  
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FIGURA 39. Evolução estrutural das ME estabilizada 

com 18,5; 17; 15; 14 e 12,5% de EU/FS/OS (35:35:30 

p/p), contendo 1,5; 3; 5; 6 e 7,5% de CHO como fase 

oleosa e 80% de fase aquosa, respectivamente.  

 FIGURA 40. Evolução estrutural das ME estabilizada 

com 18,5; 17; 15; 14 e 12,5% de EU/FS/OS (35:35:30 

p/p), contendo 1,5; 3; 5; 6 e 7,5% de CHO como fase 

oleosa e 80% de fase aquosa e 2mg/mL de Dox, 

respectivamente.   

  

 A literatura descreve vários modelos específicos para reproduzir as curvas 

experimentais de SAXS, os quais levam em conta o fator estrutural como, por exemplo, a 

presença de micelas esféricas altamente homogêneas (GLATTER, 1982). Nesses sistemas, a 

correlação entre as micelas é caracterizada pela presença de um pico largo e pouco intenso. 

No caso de micelas não homogêneas esse modelo teórico não descreve as curvas 

experimentais. Para as amostras aqui analisadas, a intensidade espalhada relativamente 

elevada das amostras não permite o ajuste de modelos específicos de sistemas micelares 

homogêneos. Beaucage e colaboradores (1995) desenvolveram uma equação geral que é 

capaz de descrever funções de espalhamento múltiplas separadas por diferentes regimes de 

leis de potência.  

 Assim, para determinar os parâmetros estruturais como raio de giro (Rg) e distância 

média entre as gotículas (d), as curvas de SAXS foram ajustadas utilizando a equação 

proposta por Beaucage (BEAUCAGE et al., 1995).   
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sendo G a intensidade para q tendendo a zero relacionada à Lei de Guinier, B é a constante de 

Porod, uma constante específica ao tipo de lei de potência descrita por Porod e o  expoente P, 

conhecido como expoente de Porod é associado à morfologia da superfície das partículas (por 

exemplo, no caso de partículas de superfície lisa P = 4) e S(q) é o fator de estrutura. No caso 

de sistemas em que existe correlação entre gotículas esféricas, o fator de estrutura pode ser 

descrito pela seguinte equação:  

 

( )
( ) ( )

( ) ⎥
⎦

⎤
⎢
⎣

⎡ −
+

=

3

cossen31

1

qd
qdqdqdk

qS    (2) 

 

em que d é distância média de correlação entre os objetos espalhadores e k = é um fator de 

compactação, relacionado ao grau de empacotamento das gotículas que assume valores entre 

0 e 5,92. Sistemas de esferas altamente compactas apresentam k próximos de 5,92. Assim, 

quanto maior o valor de k, maior o grau de empacotamento das gotículas, ou seja, mais 

próximas estão as gotículas.   

 A Figura 41 mostra o ajuste desse modelo feito pelo método dos mínimos quadrados a 

uma amostra representativa, onde a linha contínua representa o modelo teórico. Observa-se 

uma boa concordância entre o modelo teórico proposto por Beaucage e colaboradores (1995) 

e as curvas experimentais das ME contendo oleato de sódio e das ME contendo oleato e DOX. 
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Figura 41 – Curva da intensidade de espalhamento I(q) em função do vetor de espalhamento 

(q) para uma amostra representativa da região de microemulsão contendo oleato de sódio. A 

linha contínua representa o ajuste do modelo de Beaucage, o qual prevê a correlação entre as 

gotículas.  

  

   A partir do ajuste teórico observa-se a presença de um nível estrutural em valores de q 

<0,15Å-1 deve-se a presença de agregados de gotículas primárias dispersas na fase líquida 

como mostra a Figura 39. Os parâmetros estruturais determinados para as amostras contendo 

oleato de sódio, com diferentes concentrações de colesterol e com DOX estão apresentados 

nas Tabelas 5 e 6, respectivamente. 
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Tabela 5 – Valores dos parâmetros estruturais obtidos a partir das curvas de SAXS para as 

formulações preparadas com concentração fixa de fase aquosa e aumento da concentração de 

CHO como fase oleosa. 

Formulações 

Sem DOX 

[CHO] % Rg (Å) K D(Å) P Tipo de fase 

A1 1,5 38,0243 1,6948 83,2697 1,9962 Microemulsão

A2 3 38,0927 0,8678 89,8298 1,9577 Microemulsão

A3 5 35,4546 0,9613 88,1485 1,9095 Microemulsão

A4 6 34,8435 0,3781 89,7898 1,8276 Microemulsão

A5 7,5 32,7459 0,6745 130,2263 1,8365 Microemulsão

Rg = raio de giro das gotículas; k = fator de compacidade; d= distância entre as gotículas; P = inclinação de 

Porod.  

 
Tabela 6 – Valores dos parâmetros estruturais obtidos a partir das curvas de SAXS para as 

formulações preparadas com concentração fixa de fase aquosa e aumento da concentração 

CHO, como fase oleosa contendo 2mg/mL de Doxorrubicina. 

Formulações 

Com DOX 

[CHO] % Rg (Å) K d(Å) a(Å) P Tipo de 

fase 

A1 1,5 41,0522 1,36844 79,2388 ------- 1,6605 ME 

A2 3 35,3108 1,0232 83,8886 ------- 1,97753 ME 

A3 5 31,4978 1,9208 86,8173 194,2721 2,3677 ME + 

CHO 

Lamelar 

A4 6 32,5604 0,1215 82,5993 183,8138 2,3861 ME + 

CHO 

Lamelar 

A5 7,5 28,7729 0,8930 84,0677 137,7148 2,5182 ME + 

CHO 

Lamelar 

Rg = raio de giro das gotículas; k = fator de compacidade; d= distância entre as gotículas; a= parâmetro de rede; 

P = inclinação de Porod.  
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Nota-se de maneira geral que para os sistemas contendo oleato de sódio em que a 

concentração de colesterol é de 1,5 a 7,5% (Tabela 5) o raio de giro das gotículas primárias 

(Rg) manteve-se praticamente constante, o fator de empacotamento (k) diminuiu e a distâncias 

média entre as gotículas (d) aumenta com o aumento da concentração de colesterol.  Esses 

resultados sugerem que a adição de colesterol nessas concentrações promove a desagregação 

ou a formação de estruturas menos compactadas, aumentando a distância média entre as 

gotículas primárias levando a uma separação entre elas e diminuindo o fator de 

empacotamento.  

Por outro lado, quando a DOX é incorporada (Tabela 6), de forma geral, o raio de giro 

das gotículas primárias (Rg) e o fator de empacotamento (k) diminuíram, porém a distância 

média entre as gotículas (d) mantém-se praticamente constante com o aumento da 

concentração de colesterol associada à DOX mostrando que a incorporação do fármaco 

favorece ainda mais a desagregação ou a formação de estruturas menos compactadas, 

diminuindo o grau de empacotamento como mostra a formulação A4 (Tabela 6).  O fato do 

colesterol cristalizar leva a um novo aumento do grau de empacotamento (A5, Tabela 6), uma 

vez que o colesterol promove um maior empacotamento das moléculas do fosfolipídio 

(Fosfatidilcolina de soja) e induz à formação de uma estrutura mais organizada e com menor 

mobilidade (TIROSH et al., 1997).  Esse fato também pode ser comprovado pela 

fotomicrografia conforme mostra a Figura 31 e pela difração de Raio-x (item 5.1.4, Figura 

47).  

Estruturas cristalinas ou líquidas cristalinas são caracterizadas em uma curva de SAXS 

pelo aparecimento de picos finos e bem definidos. Se um suficiente número desses picos é 

observado, a relação entre as distâncias relativas a esses picos (d= 2π/qmáx, qmáx = valor de q 

relativo ao máximo do pico) inequivocamente revela a periodicidade da estrutura. Quando 

essa condição não é observada, por exemplo, quando apenas um ou dois picos estão presentes, 

não é possível determinar com precisão o arranjo das mesofases (cúbicas, lamelares e 

hexagonais) (URBAN, 2004) sendo necessário associar outras técnicas tais como 

fotomicrografia de luz polarizada, difração de raio X, entre outras.  

 A fase lamelar é caracterizada por uma seqüência eqüidistante de reflexões qn = 

2πn/L, no qual n = 1,2,3..... e L é o período lamelar. As posições de reflexão seguem uma 

seqüência n1/2 (URBAN, 2004). Esta fase lamelar (designada Lα) é formada por camadas 

paralelas e planares de bicamadas de tensoativo separadas por camadas de solvente, formando 

uma rede unidimensional (EZRAHI et al., 1999). 
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Assim, as curvas de SAXS mostram a presença de dois picos nas seguintes 

formulações A3, A4 e A5 com oleato de sódio contendo doxorrubicina (Figura 40), B3, B4 e B5 

sem oleato de sódio contendo apenas colesterol (Figura 42) e sem oleato de sódio contendo 

colesterol e doxorrubicina (Figura 43). Este comportamento sugere uma evolução estrutural 

com o aumento da quantidade de fase oleosa (colesterol) visto que conforme a proporção de 

colesterol aumenta associada à DOX, um segundo pico começa a ser observado conforme 

mostra Figura 43. Entretanto, os resultados das curvas de SAXS das Figuras 42 e 43 mostram 

que a formação desse segundo pico é favorecida principalmente na ausência de oleato de 

sódio (Figura 42) e com a incorporação da DOX no sistema (Figura 43). As curvas de SAXS 

associadas às fotomicrografias (Figuras 34 a 37) revelam no caso das amostras sem oleato de 

sódio que esses dois picos correspondem a uma distância dhk (distância entre os planos de 

índice de Miller hkl), em que h e k são os índices de Miller 1 0 e 1 1 para os picos 1 e 2,  

respectivamente sugerindo uma estrutura lamelar bidimensional. O valor da razão entre as 

distâncias relativas ao primeiro e ao segundo picos calculado é cerca de 2, característico de 

periodicidade lamelar (Figuras 40, 42 e 43).  
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FIGURA 42. Evolução estrutural das ME estabilizada 

com 17, 14, 10, 8 e 5% de EU/FS (1:1), contendo 3, 6, 

10, 12 e 15% de CHO, como fase oleosa e 80% de fase 

aquosa, respectivamente.  

 FIGURA 43. Evolução estrutural das ME estabilizada 

com 17, 14, 10, 8 e 5% de EU/FS (1:1), contendo 3, 6, 

10, 12 e 15% de CHO, como fase oleosa e 80% de fase 

aquosa e 2mg/mL de Dox, respectivamente.   

 

Dessa maneira, pode-se calcular para todas as formulações de fase lamelar o parâmetro 

de rede (a) através da equação (URBAN, 2004):  

 

máxq
na π2

=                              (3) 
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sendo a o parâmetro de rede,  n = 1,2,3..... e qmáx são os valores de q que correspondem a 

posição dos diferentes picos de difração. 

O parâmetro de rede (a) é a distância entre as lamelas, dessa forma pode-se observar 

para as formulações B3, B4 e B5 sem oleato de sódio contendo apenas colesterol (Tabela 7) e 

sem oleato de sódio contendo colesterol e doxorrubicina (Tabela 8) que o a mantém-se 

constante, fato esperado já que não existe um sistema lamelar líquido-cristalino em que uma 

fase aquosa ou oleosa estaria no interior das lamelas. No caso das amostras sem oleato de 

sódio, o arranjo lamelar é sempre formado pelo colesterol na fase lamelar e a manutenção 

constante significa que nenhuma substância encontra-se intercalada entre as lamelas de 

colesterol. Esse fato pode ser confirmado pela difração de raios-X apresentada pelas Figuras 

45 e 46, discutidas de forma mais detalhada no item a seguir que mostram a cristalização do 

colesterol a medida que sua concentração aumenta além dessa cristalização ser ainda mais 

favorecida a medida que a DOX é adicionada ao sistema (Figura 46). 

Para as formulações A3, A4, A5 contendo oleato de sódio (Tabela 6) o parâmetro de 

rede diminui significativamente com o aumento da concentração de colesterol associada à 

incorporação de DOX no sistema. Esta diminuição ocorre devido a uma estruturação mais 

intensa das paredes do objeto primário da fase lamelar (colesterol), mostrando que o tipo de 

arranjo formado é diretamente depende da composição dos sistemas, tal como a presença do 

colesterol e da doxorrubicina e a razão entre os componentes (fase oleosa e tensoativos). 

As curvas de SAXS das microemulsões sem oleato de sódio contendo somente 

colesterol (Figura 42) e CHO associado à DOX (Figura 43) também mostram a existência de 

uma hierarquia estrutural consistindo de dois níveis. O primeiro nível estrutural (valores de q 

< 0,15 Å-1) que se deve a presença de agregados de gotículas primárias disperso na fase 

líquida. O segundo nível estrutural (valores de q > 0,15 Å-1) constituído por um arranjo de 

estrutura lamelar bidimensional correspondente à cristalização do colesterol, confirmada pelos 

dados de difração de raios X apresentados nas Figuras 45 e 46. Como prevê a literatura 

(STIDDER et al., 2005), a cristalização do colesterol é ainda mais favorecida na ausência do 

oleato de sódio (Figura 42) e quando a DOX é incorporada ao sistema (Figura 43).  
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Figura 44 – Curva da intensidade de espalhamento I(q) em função do vetor de espalhamento 

(q) para uma amostra representativa da região de microemulsão sem oleato de sódio. A linha 

contínua representa o ajuste do modelo de Beaucage, o qual prevê a correlação entre as 

gotículas.   

 

O ajuste do modelo teórico de Beaucage e colaboradores (1995) (representado pela 

linha contínua) na Figura 44 revela que o modelo também propicia uma boa descrição das 

curvas experimentais para curvas das  ME sem oleato de sódio contendo colesterol e das ME 

a qual a DOX foi incorporada. Por esse ajuste os parâmetros estruturais foram calculados 

(Tabelas 7 e 8), revelando que as interações existem e o grau de compactação varia com a 

porcentagem de fase oleosa, no caso o colesterol e com a incorporação de DOX no sistema 

assim como foi demonstrado nos sistemas contendo oleato de sódio e com DOX conforme 

mostra Tabelas 5 e 6, respectivamente.          

Os parâmetros estruturais determinados para as amostras sem oleato de sódio, com 

diferentes concentrações de colesterol e com DOX estão apresentados nas Tabelas 7 e 8, 

respectivamente. 
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Tabela 7 – Valores dos parâmetros estruturais obtidos a partir das curvas de SAXS para as 

formulações preparadas com concentração fixa de fase aquosa e aumento da concentração 

CHO como fase oleosa. 

Formulação  

Sem DOX 

[CHO] % Rg(Å) K d(Å) a(Å) P Tipo de 

fase 

B1 3 38,3048 1,5564 88,8429 ------- 1,6002 ME 

B2 6 36,7643 1,0018 88,4488 -------- 1,0484 ME 

B3 10 33,5379 0,3243 87,6692 35,8676 0,6628 ME + 

CHO 

Lamelar 

B4 12 37,0579 0,8225 86,5841 35,8676 1,3870 ME + 

CHO 

Lamelar 

B5 15 38,4351 1,6477 100,7103 35,8676 1,4070 ME + 

CHO 

Lamelar 

Rg = raio de giro das gotículas; k = fator de compacidade; d= distância entre as gotículas; a = parâmetro de rede; 

P = inclinação de Porod.  
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Tabela 8 – Valores dos parâmetros estruturais obtidos a partir das curvas de SAXS para as 

formulações preparadas com concentração fixa de fase aquosa e aumento da concentração 

CHO como fase oleosa contendo 2mg/mL de Doxorrubicina. 

Formulações 

Com DOX 

[CHO] % Rg (Å) K d(Å) a(Å) P Tipo de 

fase 

B1 3 39,9056 0,9541 94,7270 -------- 1,7344 ME 

B2 6 43,0616 1,1318 98,5664 -------- 1,3598 ME 

B3 10 39,3405 0,8524 97,8632 35,8405 1,3814 ME + 

CHO 

Lamelar 

B4 12 38,4361 2,5557 79,5053 35,8676 1,2208 ME + 

CHO 

Lamelar 

B5 15 41,9125 0,2505 91,0423 35,8676 1,09376 ME + 

CHO 

Lamelar 

Rg = raio de giro das gotículas; k = fator de compacidade; d= distância entre as gotículas; a = parâmetro de rede;  

P = inclinação de Porod. 

 

As Tabelas 7 e 8 mostram de maneira geral que tanto para os sistemas sem oleato de 

sódio contendo somente o colesterol (Tabela 7) quanto para esses mesmos sistemas contendo 

doxorrubicina (Tabela 8) o raio de giro das gotículas primárias (Rg) manteve-se praticamente 

constante. Já o fator de empacotamento (k) e a distância média entre as gotículas (d) diminuiu 

com o aumento da concentração de colesterol mostrando que a incorporação do colesterol e 

do fármaco favorece ainda mais a desestruturação do sistema, diminuindo o grau de 

empacotamento como mostra a formulação B3 (Tabela 7 e 8). Na realidade, a cristalização do 

colesterol leva à formação de uma mistura de fases o que pode causar uma descontinuidade 

nos dados estruturais. Por outro lado, para formulação de B5 (Tabela 8) que apresenta uma 

quantidade máxima de colesterol, cerca de 15%, e DOX incorporada ao sistema ocorre uma 

diminuição do fator de empacotamento (k) quando o fármaco é incorporado no sistema 

sugerindo que a adição de DOX ao sistema nessa concentração de colesterol promove a 

desestruturação do sistema, aumentando a distância média entre as gotículas primárias 

levando a uma separação entre as gotículas e diminuindo o fator de empacotamento 
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novamente. As medidas de SAXS associadas a técnicas como à microscopia de luz polarizada 

permitiram estudar as fases formadas pelas diferentes proporções de tensoativo e fase oleosa. 

Como dito anteriormente, a mistura de óleo, água e tensoativo é capaz de formar uma grande 

variedade de estruturas, como estruturas não cristalinas (microemulsões isotrópicas e 

emulsões) e cristalinas (fases lamelares, cúbicas e hexagonais). Nas primeiras, não há ordem 

orientacional nas interfaces, enquanto que nas segundas essa ordem é uma condição para sua 

formação (HYDE, 2001; KREILGAARD, 2002).        

Os resultados das medidas de SAXS foram coerentes com os da microscopia de luz 

polarizada e difração de raio -X, indicando fases microemulsionadas,  lamelares e cristalinas. 

Estes resultados permitem concluir que a estruturação do sistema é dependente da relação 

tensoativo/fase oleosa, sendo favorecida à medida que aumenta a concentração de CHO e 

quando a DOX é incorporada ao sistema.      

Microemulsões e sistemas com estruturas cristalinas podem modificar profundamente 

a velocidade de liberação de fármacos, oferecendo benefícios que incluem o aumento da 

solubilidade e absorção e controle da biodisponibilidade de fármacos. Como sistema 

reservatório podem alterar os parâmetros farmacocinéticos, diminuindo a toxicidade e 

aumentando a eficácia clínica de fármacos (FORMARIZ et al., 2005). 

5.1.4 Difração de raio-X 

 A técnica de difração de raio X  pode ser empregada para o estudo de sistemas que 

apresentam objetos com estrutura ordenada, em que os conjuntos paralelos formando um 

plano de reflexão tornam possível calcular a distância entre eles e determinar seu arranjo 

estrutural que são lamelares quando apresentarem picos correspondentes aos planos d100 e d200 

(MERTA et al., 2001).   

Esta técnica permite estudar amostras contendo seus planos de reflexão com valor 

mínimo do ângulo θ de 0,5, o que limita a medida da distância entre os planos para valores 

máximos inferiores a 50Å. No caso de sistemas contendo distâncias maiores, a técnica de 

SAXS é ideal (CHEN et al., 1995).  

Assim, a difração de raios X pela matéria foi utilizada tanto para caracterizar se o 

sistema era amorfo ou cristalino, além do grau de cristalinidade das amostras tendo como 

principal finalidade identificar a evolução estrutural das fases cristalinas formadas após a 

incorporação de colesterol e de DOX no sistema.    
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As microemulsões sem oleato de sódio contendo colesterol (Figura 45) mostram a 

evolução estrutural da fase cristalina dos difratogramas em função do aumento da 

concentração de colesterol no sistema. Nota-se que a estabilidade da proporção de uma fase 

amorfa do ponto de vista da difração de raios-X não permanece estável a medida em que 

aumenta a quantidade de colesterol no sistema. Essa cristalização se deve ao colesterol, pois 

observa-se que à medida que sua concentração aumenta o mesmo cristaliza promovendo uma 

reorganização do sistema formando colesterol na fase lamelar ou cristais de colesterol 

sugerindo uma possível interação hidrofóbica desse componente com o sistema. Esse fato 

pode ser confirmado pelas curvas de SAXS (Figura 42) e pela fotomicrografia de luz 

polarizada (Figura 34).  
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FIGURA 45. Evolução dos difratogramas das ME 

estabilizada com 14, 10, 8 e 5% de EU/FS (1:1), 

contendo 6, 10, 12 e 15% de CHO, como fase oleosa e 

80% de fase aquosa, respectivamente.  

 FIGURA 46. Evolução dos difratogramas das ME 

estabilizada com 14, 10, 8 e 5% de EU/FS (1:1), 

contendo 6, 10, 12 e 15% de CHO, como fase oleosa e 

80% de fase aquosa e 2mg/mL de DOX, 

respectivamente. 
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FIGURA 47. Evolução dos difratogramas das ME 

estabilizada com 15, 14 e 12,5% de EU/FS/OS 

(35:35:30 p/p), contendo 5, 6 e 7,5% de CHO como 

fase oleosa e 80% de fase aquosa e 2mg/mL de DOX, 

respectivamente.   

 

Os resultados dos difratogramas das ME sem oleato de sódio contendo colesterol e 

DOX (Figura 46) e das ME com oleato de sódio contendo colesterol e DOX (Figura 47) 

mostram que a cristalização do colesterol é ainda mais favorecida quando o fármaco é 

incorporado ao sistema visto que os picos tornam-se mais intensos e menos alargados, 

semelhante ao de cristal de colesterol puro. Esse comportamento pode ser explicado pela 

associação do fármaco com a fase interna e a interface do sistema, favorecendo ainda mais a 

sua cristalização, principalmente quando ocorre o aumento da sua concentração devido a uma 

possível interação eletrostática entre o fármaco e o sistema tendo em vista que estes sistemas 

apresentam carga negativa e a DOX carga positiva em sua estrutura (FORMARIZ et al., 

2006). Esse fato também pode ser confirmado pela fotomicrografias de luz polarizada 

(Figuras 31 e 37, para as amostras com e sem oleato de sódio, respectivamente) e pela curvas 

de SAXS (Figuras 40 e 43, para as amostras com e sem oleato de sódio, respectivamente).  

De forma geral, as interações fármaco-sistema desempenham um importante papel no 

controle da liberação. Entretanto, a razão de liberação de fármacos incorporados em sistemas 

com estrutura cristalina dependerá do grau e do tipo de estrutura cristalina formada assim 

como das características físico-químicas do fármaco. Essas propriedades tornam possível a 

utilização de sistema com estrutura cristalina como veículos carreadores de fármacos, os quais 

podem ser capazes de controlar a liberação das substâncias neles incorporados (GABBOUN 

et al., 2001).  
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Como conseqüência da interação fármaco-sistema, sob certas condições, os fármacos 

solubilizados podem induzir mudanças no empacotamento molecular do sistema. Este efeito 

pode influenciar a razão de liberação “in vitro” (MULLER-GOYMANN e FRANK, 1986; 

IBRAHIM et al., 1993; FARKAS et al., 2001).  

 Os dados obtidos neste trabalho revelaram uma ótima concordância entre as diferentes 

técnicas utilizadas e permitiu associar o perfil de liberação “in vitro” mais lento da 

doxorrubicina (FORMARIZ et al., 2008) à cristalização mais efetiva do colesterol nos 

sistemas preparados sem a adição de oleato de sódio conforme mostra a Figura 48. 

 

 

10% CHO 
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12% CHO 
3% CHO 
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Tempo (hs) Tempo (hs) 
 

FIGURA 48. Perfil de liberação “in vitro” da doxorrubicina em microemulsões estabilizadas 

com EU/FS. 

(FORMARIZ et al., 2008) 

5.1.5 Estabilidade dos Sistemas Microemulsionados  

5.1.5.1 Características Macroscópicas dos Sistemas Microemulsionados 

 A literatura relata que quando se modifica progressivamente a composição de uma 

mistura de solventes imiscíveis, as mudanças que produzirão na dispersão coloidal podem ser 

traduzidas por importantes variações nas propriedades termodinâmicas dos componentes que 

a compõe (OLIVEIRA et al., 2004).  

 Dessa maneira, a caracterização macroscópica dos sistemas microemulsionados pode 

ser uma ferramenta importante para avaliar as microemulsões. A partir desse dado associado a 

técnicas de reologia, viscosidade aparente, fluência – relaxação, módulo de perda e 

estocagem, microscopia de luz polarizada, espalhamento de luz a baixo ângulo (SAXS) e 

Thalita Pedroni Formariz 



Resultados e Discussão  96

difração de raio-X, pode-se escolher a  microemulsão cuja a viscosidade, o diâmetro das 

gotículas e a forma microestrutural é mais apropriada para o fármaco ser incorporado servindo 

de base para os estudos farmacológicos e toxicológicos.   

            Os resultados apresentados nas Figuras 49-56 foram determinados visualmente, contra 

fundo escuro. As Figuras a seguir diferem entre si pela proporção de tensoativos e de fase 

interna oleosa utilizados para obter os sistemas selecionados. A composição de cada ME está 

descrita na metodologia (Tabelas 2 e 3).        

De acordo com as fotografias das ME (Figuras 49, 50, 53 e 54) e das ME - DOX 

(Figuras 51, 52, 55 e 56) foi possível observar o predomínio de sistemas microemulsionados 

líquidos devido ao sistema conter 80% de fase aquosa. Além disso, também foi possível 

observar que as amostras A1, A2, A3, A4 (Figura 49 e 51) apresentaram-se transparentes ou 

semi-transparentes após o recente preparo. Fato esperado uma vez que o diâmetro da gotícula 

desses sistemas varia na ordem de 62,4 ± 0,3 a 91,3 ± 0,6nm e de 96,1 ± 1,3 a 215, 2 ± 2,3nm 

para as ME contendo OS e para as ME contendo OS e DOX, respectivamente (FORMARIZ et 

al., 2006) característico de sistemas microemulsionados que são definidos como sistemas 

isotrópicos, transparentes ou semi-transparentes (ABOOFAZELI et al., 2000; MO et al., 

2000) com diâmetro de gotículas na ordem de 100-2000Å (FORMARIZ et al., 2005).  

Para obter esses sistemas microemulsionados (Figuras 49 e 51) utilizaram-se misturas 

de tensoativos com baixos e altos valores de EHL (Equilíbrio lipófilo – hidrófilo) na faixa de 

4 (FS) a 18 (Oleato de Sódio) e de 4 (FS) a 15 (Eumulgin® HRE 40). A incorporação de 

oleato de sódio (Figura 49 a 51) no sistema proporcionou maior polaridade ao meio, 

favorecendo a incorporação de fase aquosa ao sistema. Fato que contribuiu para reduzir a 

tensão interfacial do sistema de maneira mais intensa, pois a incorporação do oleato de sódio 

reduz o parâmetro de empacotamento crítico da FS, por aumentar a hidrofilia da mistura 

tensoativa, permitindo uma maior flexibilidade do filme interfacial para obter a curvatura 

necessária para a formação de gotículas na ordem de nanômetros favorecendo a estabilidade 

dos sistemas (ISRAELACHVILIE et al., 1976; SHINODA et al., 1991; TROTTA et al., 

1996; 2002).   

Assim, a incorporação do oleato de sódio na mistura tensoativa (FS/EU) foi adequada 

uma vez que permitiu que a energia livre remanescente da interface do sistema se 

aproximasse de zero proporcionando sua melhor estabilidade termodinâmica que é dada pela 

seguinte equação (OLIVEIRA, 1997; LAWRENCE e REES, 2000; OLIVEIRA e SCARPA, 

2001; OLIVEIRA et al., 2004): 
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∆G = γi . ∆S 

 

em que  γi representa a tensão interfacial e ∆S o aumento da área interfacial.  

 Os resultados obtidos nas Figuras 49 e 51 também mostram que à medida que se 

aumenta a concentração de colesterol (1,5% a 7,5%) ocorre a transição de fases de sistemas 

líquidos transparentes a sistemas líquidos semi-transparentes e opacos. Esse fato 

provavelmente ocorre devido ao aumento da concentração de colesterol provocar um aumento 

no diâmetro das gotículas (FORMARIZ et al., 2006) levando ao aumento gradativo da 

viscosidade aparente (Figura 14) observado para as formulações com oleato de sódio. O 

aumento lento da viscosidade é característico de um processo lento de estruturação do 

sistema, devido à agregação das partículas coloidais, levando ao aumento da turbidez 

(KORHONEN et al., 2004). Esse aumento de turbidez é ainda mais evidente quando a DOX é 

incorporada no sistema (Figura 51). 

 Os dados das amostras A1 a A5 (Figuras 50 e 52) mostram que o aumento da turbidez e 

a alteração da coloração em virtude do tempo são mais favorecidos quando ocorre o aumento 

de CHO no sistema (1,5 - 7,5%) (Figura 50). Isso provavelmente ocorre devido a combinação 

do sistema tensoativo EU/FS/OS, não conseguir sustentar a tensão interfacial a valores baixos 

ou nulos a ponto de compensar a energia remanescente resultante da interface (BHARGAVA 

et al., 1987; KEGEL et al., 1999; LAWRENCE e REES, 2000), levando a instabilidade 

termodinâmica da ME que reflete diretamente no seu grau de opacidade. Porém, essas 

instabilidades são ainda mais favorecidas quando a DOX é incorporada ao sistema uma vez 

que essa sofre reações de oxidação em virtude do tempo, principalmente na presença de luz e 

temperatura, gerando como produto de degradação o 13-OH-doxorrubicinol (BOUKET et al., 

1987; CHABNER e CALABRESI, 2001) fato que pode ter contribuído para alterar a 

coloração dos sistemas estudados seis meses após o preparo (Figura 52).  
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  A1       A2       A3      A4       A5                                                       A1          A2          A3           A4          A5              

                           

FIGURA 49. Microemulsões estabilizada com 18,5; 17; 15; 

14 e 12,5% de EU/FS/OS (35:35:30 p/p), contendo 1,5; 3; 5; 

6 e 7,5% de CHO como fase oleosa e 80% de fase aquosa, 

respectivamente. Sistemas fotografados após a preparação das 

ME. 

 FIGURA 50. Microemulsões estabilizada com 18,5; 17; 15; 14 

e 12,5% de EU/FS/OS (35:35:30 p/p), contendo 1,5; 3; 5; 6 e 

7,5% de CHO como fase oleosa e 80% de fase aquosa, 

respectivamente. Sistemas fotografados seis meses após a 

preparação das ME. 

       

                A1     A2      A3      A4      A5                                            A1          A2        A3         A4           A5              

                     

FIGURA 51. Microemulsões estabilizada com 18,5, 17, 15, 

14 e 12,5% de EU/FS/OS (35:35:30 p/p), contendo 1,5; 3; 5; 

6 e 7,5% de CHO como fase oleosa e 80% de fase aquosa e 

2mg/mL de Dox, respectivamente. Sistemas fotografados 

após a preparação das ME .     

 FIGURA 52. Microemulsões estabilizada com 18,5; 17; 15; 14 

e 12,5% de EU/FS/OS (35:35:30 p/p), contendo 1,5; 3; 5; 6 e 

7,5% de CHO como fase oleosa e 80% de fase aquosa e 

2mg/mL de Dox, respectivamente. Sistemas fotografados seis 

meses após a preparação das ME, respectivamente.  

 

O aumento da turbidez e da instabilidade dos sistemas (Figura 53 a 56) é ainda mais 

favorecido quando o oleato de sódio é retirado da ME aumentando ainda mais a concentração 

de CHO (6 a 15%) nessas amostras levando a formação de sistemas com EHL mais baixos, na 

faixa de 9,5 (FORMARIZ, 2004). Dessa maneira ocorre a transição de fases de sistemas 

líquidos transparentes a sistemas líquidos semi-transparentes e opacos, porém esses não se 

mantém estáveis por 6 meses após o preparo (Figura 53 e 56), pois ocorre a cristalização do 

CHO  na forma de bicamadas lamelares (Figuras 42 e 43) ou de cristais de CHO (Figuras 45 e 

46), levando a formação de uma estrutura com menor mobilidade (STIDDER et al., 2005), 

aumentando o tamanho das gotículas.   

Em valores de EHL igual ou menor que 9,5 pode ser percebida a turvação e/ou 

separação das amostras (Figuras 53 a 56). Esse fato pode ser explicado em razão de que com a 

diminuição dos valores de EHL provocada pela retirada do OS do sistema há uma dificuldade 
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de levar a tensão interfacial para valores baixos ou nulos, o que provavelmente provoca a 

formação de gotículas de tamanhos intermediários entre emulsões e microemulsões 

conferindo opacidade ao sistema, além de restringir a região de transparência óptica e/ou levar 

a separação de fases. Esses sistemas com tamanho de gotículas intermediárias são 

denominados subemulsões (KAYSER et al., 2003). 

 

     B1       B2        B3       B4          B5                                         B1      B2         B3         B4        B5  

                     

FIGURA 53. Microemulsões estabilizada com 17, 14, 10, 8 e 

5% de EU/FS (1:1), contendo 3, 6, 10, 12 e 15% de CHO, 

como fase oleosa e 80% de fase aquosa, respectivamente. 

Sistemas fotografados após a preparação das ME.     

 FIGURA 54. Microemulsões estabilizada com 17, 14, 10, 8 e 

5% de EU/FS (1:1), contendo 3, 6, 10, 12 e 15% de CHO, 

como fase oleosa e 80% de fase aquosa, respectivamente. 

Sistemas fotografados seis meses após a preparação das ME. 

 

Por outro lado, quando a DOX é incorporada ao sistema (Figuras 55 e 56) essa 

interage com as gotículas de óleo e com a interface que induz a formação de microestruturas 

mais volumosas favorecendo ainda mais a opacidade e/ou separação dos sistemas 

microemulsionados. Isso pode ser explicado pela interação DOX na interface dos sistemas, a 

qual possui uma estrutura volumosa, podendo perturbar a organização da interface, 

promovendo espaçamento entre as moléculas de tensoativo, sugerindo a formação de uma 

estrutura mais organizada (SON et al., 2003), além de favorecer a cristalização do CHO 

(Figuras 40 e 43) levando ao aumento da viscosidade (Figura 21) e do tamanho das gotículas 

(Item 5.1.8.4) causando a turbidez (Figuras 55 e 56) ou a coalescência (Figura 56 (B5)).  
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      B1       B2        B3       B4         B5                                                 B1        B2         B3         B4        B5  

                      

FIGURA 55. Microemulsões estabilizada com 17, 14, 10, 8 e 

5% de EU/FS (1:1), contendo 3, 6, 10, 12 e 15% de CHO, 

como fase oleosa e 80% de fase aquosa e 2mg/mL de Dox, 

respectivamente. Sistemas fotografados após a preparação das 

ME.     

 FIGURA 56. Microemulsões estabilizada com 17, 14, 10, 8 e 

5% de EU/FS (1:1), contendo 3, 6, 10, 12 e 15% de CHO, 

como fase oleosa e 80% de fase aquosa e 2mg/mL de Dox, 

respectivamente. Sistemas fotografados seis meses após a 

preparação das ME. 

 

Dessa maneira pode-se concluir que os dados das Figuras (49-56) sugerem que com o 

aumento da proporção de fase oleosa (CHO), a mistura tensoativa torna-se cada vez mais 

ineficaz na diminuição da tensão interfacial, assim a curvatura do filme interfacial não faz-se 

suficiente para conferir as gotículas da fase interna tamanho diminuto e as mesmas assumem 

um tamanho inerente a subemulsões conferindo ao sistema aspecto semi-transparente ou 

opaco. Além disso, é conhecido o papel fundamental dos tensoativos na estabilização das ME. 

Quando o número dessas moléculas aumenta por unidade de área, essas se comprimem 

desenvolvendo uma pressão bilateral. A tensão de superfície na interface diminui 

proporcionalmente com o aumento da pressão, podendo ser negativa (tensão negativa 

transiente da interface). O equilíbrio é conseguido quando a tensão negativa volta à zero 

(OLIVEIRA et al., 2004). Esses fatos podem justificar as modificações ocorridas nos sistemas 

apresentados nas Figuras 50, 52, 54 e 56. 

5.1.8.2 Ensaio turbidimétrico dos sistemas microemulsionados 

A literatura mostra que a transparência apresentada pelos sistemas microemulsionados 

pode ser explicada pela capacidade do sistema tensoativo de diminuir a tensão interfacial 

entre a água e o óleo a ponto de formar estruturas de tamanhos nanométricos, ou seja, 

menores que ¼ do comprimento de onda da luz visível, que não desviam luz, caracterizando 

sistemas isotrópicos (OLIVEIRA et al., 2004; FORMARIZ et al., 2005). Para análise desse 

fenômeno nas amostras desenvolvidas (Tabelas 2 e 3) foi estudado o aumento do tamanho das 

gotículas após o preparo das amostras até um período de 15 dias, assim como a velocidade 

com que esse aumento ocorre.  
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Os resultados apresentados nas Figuras 57-60 foram determinados por 

espectrofotometria na região do visível, λ= 410nm, mostram a relação entre a turbidez das 

respectivas amostras em função do tempo (Figuras 57-60). Esses resultados demonstram que a 

turbidez do sistema aumenta lentamente com o tempo de estocagem (Figuras 57 a 60). Como 

a turbidez é proporcional a concentração das gotículas com tamanho suficiente para produzir 

espalhamento de luz, essa evolução observada pode estar relacionada ao aumento do tamanho 

de gotículas ou dos agregados (TOKUMOTO, 1996).  
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FIGURA 57. Turbidez das ME estabilizada com 18,5; 

17; 15; 14 e 12,5% de EU/FS/OS (35:35:30 p/p), 

contendo 1,5; 3; 5; 6 e 7,5% de CHO como fase oleosa 

e 80% de fase aquosa, respectivamente. A1 (v= 3,21.10-

3 Abs/h), A2 (2,90.10-3 Abs /h), A3 (v= 3,71.10-3 Abs /h), 

A4 (5,46.10-3 Abs /h), A5 (v= 2,53.10-3 Abs /h). 

 FIGURA 58. Turbidez das ME estabilizada com 18,5; 

17; 15; 14 e 12,5% de EU/FS/OS (35:35:30 p/p), 

contendo 1,5; 3; 5; 6 e 7,5% de CHO como fase oleosa e 

80% de fase aquosa e 2mg/mL de DOX, 

respectivamente. A1 (v= 2,71.10-3 Abs/h), A2 (3,54.10-3 

Abs /h), A3 (v= 3,69.10-3 Abs /h), A4 (4,24.10-3 Abs /h), 

A5 (v= 3,98.10-3 Abs /h).  

 
Por outro lado, esse aumento da turbidez (Figura 57-60) de acordo com a literatura 

está diretamente relacionado à termodinâmica do sistema uma vez que foi fornecida energia 

as amostras através do uso do ultra-som para a obtenção dos sistemas microemulsionados. 

Assim, as amostras provavelmente estão entrando em equilíbrio termodinâmico, pois ainda há 

energia livre na interface óleo/água (FRANZINI, 2006) levando ao aumento do diâmetro das 

gotículas e assim, ao aumento gradativo da turbidez. 
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FIGURA 59. Turbidez das ME estabilizada com 17, 

14, 10, 8 e 5% de EU/FS (1:1), contendo 3, 6, 10, 12 e 

15% de CHO, como fase oleosa e 80% de fase aquosa, 

respectivamente. B1 (v= 3,11.10-3 Abs/h), B2 (3,47.10-3 

Abs /h), B3 (v= 3,90.10-3 Abs /h), B4 (2,05.10-3 Abs /h), 

B5 (v= 1,82.10-3 Abs /h). 

 FIGURA 60. Turbidez das ME estabilizada com 17, 14, 

10, 8 e 5% de EU/FS (1:1), contendo 3, 6, 10, 12 e 15% 

de CHO, como fase oleosa e 80% de fase aquosa e 

2mg/mL de DOX, respectivamente. B1 (v= 4,92.10-3 

Abs/h), B2 (5,39.10-3 Abs /h), B3 (v= 4,72.10-3 Abs /h), B4 

(4,70.10-3 Abs /h), B5 (v= 4,72.10-3 Abs /h). 

 

As figuras as 57 a 60 também mostram que o crescimento de agregados é ainda mais 

favorecido quando o oleato de sódio é retirado da formulação (Figura 59) e quando o fármaco 

é incorporado ao sistema (Figura 58 e 60). Esse comportamento é típico da desestabilização 

de sistemas coloidais devido à diminuição do potencial eletrostático que pode ser associado ao 

crescimento do tamanho das gotículas ou dos agregados uma vez que o aumento da 

concentração de CHO e a incorporação de DOX nas ME leva a formação de estruturas mais 

compactadas sob condições lentas de agregação refletindo diretamente no aumento lento da 

turbidez. Esse fato pode ser confirmado pelas curvas de SAXS (Figura 40, 42-43) e pelas 

características macroscópicas (Figuras 49-56) das ME. 

Entretanto, quando ocorre um aumento abrupto de colesterol no sistema (7,5% - ME -

OS (A5) e acima de 12% - ME sem OS (B4 e B5) verifica-se a diminuição da turbidez em 

função do tempo (Figuras 57 a 60) sugerindo que adição dessas concentrações de CHO e de 

DOX nas ME promove a cristalização intensa do colesterol levando a diminuição da 

velocidade de crescimento desses agregados (item 5.1.8.3) e consequentemente, da turbidez. 

5.1.8.3 Velocidade de Crescimento das Gotículas dos Sistemas Microemulsionados 

 Os meios dispersos apresentam a propriedade de espalhar ondas eletromagnéticas 

(como a luz), que venham atravessá-los. Este fenômeno depende do tamanho das gotículas 

que compõem o sistema disperso e do comprimento de onda utilizado. A diafaneidade de um 
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meio pode ser utilizada para identificar as ME e estimar de forma grosseira o tamanho e a 

velocidade de crescimento das gotículas (FORMARIZ et al., 2005).   

Os resultados apresentados nas Figuras 61 e 62 mostram a relação entre a velocidade 

de crescimento das respectivas amostras em função do tempo, demonstrando que a velocidade 

de crescimento das gotículas aumenta com o aumento da fase oleosa do sistema (até 6% de 

CHO para as ME-OS e até 10% de CHO para as ME sem OS). Esse comportamento é mais 

acentuado quando o OS é retirado da formulação e a DOX incorporada no sistema (Figura 

62).  
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FIGURA 61. Velocidade de crescimento das gotículas 

das ME estabilizada com EU/FS/OS (35:35:30 p/p) 

contendo colesterol (n=3).  

 FIGURA 62. Velocidade de crescimento das gotículas 

das ME estabilizadas por EU/FS (1:1) contendo somente 

colesterol (n=3). 

 
Os resultados de velocidade de crescimento das gotículas das ME (Figuras 61-62) 

sugerem que a máxima estabilidade das ME é alcançada quando obtém-se valores menores a 

de velocidade de crescimento das gotículas de fase interna é mais lento visto que essas ME 

estão entrando em equilíbrio termodinâmico devido a pressão transiente mínima gerada na 

interface óleo/água (FRANZINI, 2006) que leva ao aumento gradativo da velocidade de 

crescimento das gotículas (Figuras 61 e 62)  e da turbidez (Figura 57-60). Pois, para formação 

espontânea dos sistemas microemulsionados, a tensão interfacial tende a estar próxima de 

zero (OLIVEIRA e SACARPA, 2001; FORMARIZ et al., 2005).  

Os resultados obtidos nas Figuras 61 e 62 mostram um aumento rápido da velocidade 

de crescimento das gotículas que é típico da formação de agregados densos menos 

ramificados (A1 a A4, Figura 61 e B1 a B3, Figura 62) (TOKUMOTO, 1996). Esse fato pode 

ser explicado pela característica do CHO associado à incorporação de DOX nessas ME 
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induzir a formação de CHO na forma lamelar (Figuras 30 e 31, 34 e 35), sendo esta estrutura 

menos rígida do que a estrutura de cristais CHO, fato que contribui para o aumento da 

velocidade de crescimento dos agregados e da turbidez dessas amostras em função do tempo; 

confirmando os resultados obtidos na Figuras 57-60. 

Por outro lado, quando aumenta a concentração de colesterol no sistema (7,5% - ME -

OS (A5) e acima de 12% - ME sem OS (B4 e B5) associado ou não à incorporação de DOX 

verifica-se a diminuição da velocidade de crescimento das gotículas (Figuras 61 a 62) Esse 

fato deve-se à cristalização do CHO induzir a formação de uma estrutura mais organizada 

(cristais de CHO – Figuras 36 e 37), mais rígida e com menor mobilidade levando a 

diminuição da velocidade de crescimento desses agregados e da turbidez dessas amostras em 

função do tempo; confirmando os resultados obtidos nas Figuras (57 e 60). 

5.1.8.4 Crescimento do Diâmetro das Gotículas dos Sistemas Microemulsionados  

O fenômeno de dispersão da luz pelas microemulsões pode ser avaliado de maneira 

eficiente através da técnica de espalhamento de luz, a qual fornece informações diretas sobre 

o movimento translacional das gotículas da ME e permite o cálculo do crescimento do 

diâmetro das gotículas em função do tempo através de relações empíricas adequadas. Nota-se, 

no entanto, que se o sistema é concentrado, ou seja, quando a fase dispersa estiver em 

elevadas concentrações, a interpretação torna-se dificultada em razão de interações 

intergotículas. Para suprimir a interação entre gotículas a diluição do sistema 

microemulsionado com a fase dispersante é necessária (LYKLEMA, 1991; LAWRENCE e 

REES, 2000; ABOOFAZELI et al., 2000; FORMARIZ et al., 2005). Dessa maneira, as ME 

estudadas (Tabela 2 e 3) foram diluídas com fase aquosa, a qual representa a fase contínua do 

sistema. 

A determinação do crescimento do diâmetro das gotículas das ME em função do 

tempo (Figuras 63 a 64) revela que os valores do raio hidrodinâmico aumentaram com o 

tempo, tendendo a estabilização em tempo infinito. Esse fenômeno pode ser explicado pela 

técnica de preparo das ME, pois envolveu a utilização de alta energia (ultra-som) a qual 

proporcionou valores de pressão transientes mínimos para a tensão interfacial. Quando o 

fornecimento de energia foi cessado o sistema tendeu ao equilíbrio energético levando ao 

aumento do raio hidrodinâmico (OLIVEIRA et al., 2004) ao longo do tempo.   

De acordo com os dados das Figuras 65 e 66, para o sistema estabilizado somente com 

EU/FS, como sistema tensoativo, ocorre variação no crescimento do diâmetro das gotículas 

das ME em função do tempo quando comparadas ao sistema estabilizado com a mistura 
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tensoativa EU/FS/OS (Figuras 63 e 64). Esses resultados (Figuras 65 e 66) mostram que o 

crescimento do diâmetro das gotículas é ainda mais favorecido quando o OS é retirado da 

formulação aumentando a concentração de CHO, com conseqüente diminuição da 

concentração do sistema tensoativo (EU/FS). Isso provavelmente ocorre devido à combinação 

do sistema tensoativo EU/FS, não conseguir sustentar o processo de emulsificação de maneira 

a tornar este mais eficiente, aumentando o tamanho e o crescimento das gotículas de óleo, 

diminuindo a estabilidade do sistema. Já que essa mistura tensoativa não consegue baixar a 

tensão interfacial de maneira suficiente a ponto de contrariar a energia remanescente 

resultante da interface (BHARGAVA et al., 1987; KEGEL et al., 1999; LAWRENCE e 

REES, 2000, OLIVEIRA e SCARPA, 2001).      
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FIGURA 63. Diâmetro da gotícula das ME estabilizada 

com 18,5; 17; 15; 14 e 12,5% de EU/FS/OS (35:35:30 p/p), 

contendo 1,5; 3; 5; 6 e 7,5% de CHO como fase oleosa e 80% 

de fase aquosa, respectivamente.  

 FIGURA 64. Diâmetro das gotículas das ME estabilizada 

com 18,5; 17; 15; 14 e 12,5% de EU/FS/OS (35:35:30 p/p), 

contendo 1,5; 3; 5; 6 e 7,5% de CHO como fase oleosa e 80% 

de fase aquosa e 2mg/mL de Dox, respectivamente.  

 
Além disso, o aumento da concentração de CHO no sistema microemulsionado leva à 

transição de fases de CHO lamelar para cristais de CHO que contribui para um maior 

crescimento do tamanho das gotículas ou dos agregados ao longo do tempo (Figuras 62-66) 

aumentando a turbidez; confirmando assim, o que já foi demonstrado nas curvas de SAXS 

(Figura 42-43), nos difratogramas (Figuras 45-47) e nos ensaios de estabilidade tais como 

característica macroscópica (Figura 49-56) e turbidez (Figura 57-60).    

Os resultados obtidos na Figura 63 mostram que quando a DOX é adicionada ao 

sistema com baixas concentrações de colesterol (1,5 a 3%) essa não afeta o raio 

hidrodinâmico do sistema microemulsionado. Esse fenômeno pode ser explicado devido à 

fração hidrofílica da DOX ser atraída para a região aquosa e os anéis hidrofóbicos dirigidos 
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para a fase oleosa (CHO) no interior da ME (SON et al., 2003). Esta interação pode ser 

responsável pela diminuição do raio de curvatura das ME uma vez que nessas concentrações 

de CHO a incorporação da DOX no sistema não favorece a formação de cristais de CHO 

(Figura 40), levando a formação de gotículas com igual diâmetro, conforme foi observado na 

Figura 64.  
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FIGURA 65. Diâmetro da gotícula das ME estabilizada 

com 17, 14, 10, 8 e 5% de EU/FS (1:1), contendo 3, 6, 10, 12 

e 15% de CHO, como fase oleosa e 80% de fase aquosa, 

respectivamente.  

 FIGURA 66. Diâmetro das gotículas das ME estabilizada 

com 17, 14, 10, 8 e 5% de EU/FS (1:1), contendo 3, 6, 10, 12 e 

15% de CHO, como fase oleosa e 80% de fase aquosa e 

2mg/mL de Dox, respectivamente.  

 

Por outro lado, esse aumento do crescimento das gotículas ao longo do tempo fica 

mais evidente quando a DOX é incorporada nos sistemas sem (Figura 66) e com OS (Figura 

64, com [CHO] acima de 5%). Isso pode ser explicado pela interação da DOX com o CHO e 

com a interface dos sistemas, a qual possui uma estrutura volumosa, podendo perturbar a 

organização da interface, promovendo o espaçamento entre as moléculas de tensoativo e a 

cristalização intensa do CHO, levando ao aumento do raio hidrodinâmico das gotículas (SON 

et al., 2003).  

 De forma geral, devido ao potencial de aplicação das ME em indústria farmacêutica 

foi importante definir as características físico-químicas principalmente a estabilidade de cada 

um dos sistemas selecionados. Após esses estudos, torna-se necessário verificar se os sistemas 

são susceptíveis ao uso do ponto de vista de suas habilidades para liberação “in vivo” do 

fármaco encapsulado (FA et al., 2004) e sob o ponto de vista toxicológico. 

 

 

Thalita Pedroni Formariz 



Resultados e Discussão  107

5.2 SISTEMAS ESCOLHIDOS PARA OS ENSAIOS TOXICOLÓGICOS, 

PARÂMETROS BIOQUÍMICOS E FARMACOLÓGICOS   

 Os sistemas escolhidos para os ensaios toxicológicos, parâmetros bioquímicos e 

farmacológicos foram as microemulsões estabilizadas com 18,5% EU/FS/OS (35:35:30 p/p) 

como sistema tensoativo, 1,5% de colesterol como fase oleosa e tampão Tris-HCl 0,01M pH 

7,2, como fase aquosa (A1) e com 17% da mistura tensoativa EU/FS (1:1 p/p), 3% de 

colesterol como fase oleosa e tampão Tris-HCl 0,01M pH 7,2, como fase aquosa (B1), uma 

vez que esta fase foi utilizada como fase receptora nos experimentos do perfil de liberação “in 

vitro”, além da DOX apresentar uma boa solubilidade nesse valor de pH (FORMARIZ et al., 

2006; 2007; 2008). Esses sistemas microemulsionados foram escolhidos por apresentar baixa 

viscosidade, perfil de liberação prolongado (Figuras 48 e 67), além do diâmetro das gotículas 

estarem na faixa de 70,33±0,6nm e não estar na região de transição de fases sendo uma 

preparação adequada para administração parenteral (FORMARIZ et al., 2006; 2007; 2008). 

 

 

5% CHO 
DOX 

3% CHO 
6% CHO 

1,5% CHO 

Tempo (hs) Tempo (hs) 

FIGURA 67. Perfil de liberação “in vitro” da doxorrubicina em microemulsões estabilizadas 

com EU/FS/OS. 

(FORMARIZ et al., 2007) 

5.2.1 AVALIAÇÃO DA TOXICIDADE AGUDA 

A avaliação toxicológica é de fundamental importância para eficácia terapêutica, pois 

este padrão visa à detecção e avaliação do potencial tóxico, para o homem, de qualquer 

substância ou produto químico acabado, ao qual possa estar exposto. Por meio da observação 
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e quantificação do número de mortes após a administração única de uma substância ou 

produto químico por diferentes vias de administração, em ratos, camundongos, o valor da 

DL50 é calculado (BIGHETTI et al., 2004).  

A dose letal média (DL50) foi calculada pelo método estatístico de probitos, conforme 

metodologia apresentada por Litchfield e Wilcoxon (1949). Os resultados obtidos em todos os 

testes de toxicidade aguda com o cloridrato de doxorrubicina, com as microemulsões 

contendo oleato de sódio incorporadas de doxorrubicina e com as microemulsões contendo 

oleato de sódio incorporadas de doxorrubicina em ratos e em camundongos estão descritos 

nas Tabelas 9–14. Essas microemulsões (Tabelas 2 e 3) foram administradas nos animais logo 

após o preparo.  

A literatura mostra que a DL50 da doxorrubicina, via intraperitonial, foi de cerca de 

21,9; 12,5 e 2,0 mg/Kg para camundongos, ratos e cães, respectivamente (BIOMOL, 2005). 

Os principais órgãos-alvo após dose única foram o sistema hemolinfopoiético e, 

especialmente em cães, o trato gastrintestinal. Outros órgãos afetados foram os rins, fígado e 

órgãos reprodutores masculino e feminino. A doxorrubicina foi cardiotóxica em todas as 

espécies laboratoriais testadas. Foi genotóxica na maioria dos testes “in vitro” ou “in vivo” 

realizados; tóxica a órgãos reprodutores, embriotóxica em ratos e coelhos e teratogênica em 

ratos. Observou-se atrofia dos testículos em ratos e cães, além de mielossupressão em todas as 

espécies animais testadas. Não há informações sobre a administração de doxorrubicina 

durante os períodos peri e pós-natal. A doxorrubicina, como outras antraciclinas e fármacos 

citotóxicos, foi carcinogênica em ratos (BIOMOL, 2005). Por outro lado, a DL50 do cloridrato 

de doxorrubicina realizada em nosso laboratório, via intraperitonial, foi de cerca de 9,05 

mg/Kg e de 12,25 mg/Kg para ratos e camundongos, respectivamente. Esses valores 

aparentemente menores, quando comparado com o disponível na literatura (12,5mg/Kg para 

ratos e 21,9mg/Kg para camundongos) (BIOMOL, 2005), obtido em nosso experimento, pode 

ser explicado pela variabilidade entre os animais-testes uma vez que cada um apresenta uma 

reatividade individual, um débito cardíaco e um volume sistólico. Os resultados mostrados 

nas Tabelas 9 e 10 possibilitaram a determinação da dose letal média do cloridrato de 

doxorrubicina. 
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TABELA 9 – Mortalidade de ratos Wistar que receberam o cloridrato de doxorrubicina. 

Dose (mg/Kg) Número de animais 
testados por grupo 

Número de mortos Mortalidade (%) 

7,5 

8,0 

10,0 

15,0 

5 

5 

5 

5 

0 

1 

4 

5 

0 

40 

80 

100 

DL50 = 9,05 mg/Kg 

 

 Quando o cloridrato de doxorrubicina foi administrado na dose igual ou superior a 

8mg/kg para ratos (Tabela 9) e 10 mg/Kg para camundongos (Tabela 10) de peso corporal 

animal, os animais começaram a apresentar sinais de toxicidade. Estes sinais incluíram 

aparente piloereção, redução da atividade locomotora, sangramento das narinas e olhos, 

alterações do estado consciente e indisposição (diminuição da atividade geral) e em alguns 

casos a morte dos animais ocorreu aparentemente por parada cardiorespiratória.    

Os animais que receberam o cloridrato de doxorrubicina na dose inferior a 8mg/Kg 

para ratos (Tabela 9) e 10mg/Kg para camundongos (Tabela 10) de peso corporal animal, 

administrado via intraperitonial, não apresentaram sinais de toxicidade durante os 14 dias de 

observação. Segundo Loomis (1974) compostos com esse valor de DL50 são considerados 

tóxicos.   

 

TABELA 10 – Mortalidade de camundongos Swiss que receberam o cloridrato de 

doxorrubicina. 

Dose (mg/Kg) Número de animais 
testados por grupo 

Número de mortos Mortalidade (%) 

5 

10,0 

20,0 

30,0 

5 

5 

5 

5 

0 

2 

4 

5 

0 

40 

80 

100 

DL50 = 12,25 mg/Kg 
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Os estudos de toxicidade aguda das microemulsões sem oleato de sódio contendo 

doxorrubicina mostram que a dose letal média das microemulsões, via intraperitonial, foi 

cerca de 16,21mg/Kg (Tabela 11) e 32,10mg/Kg (Tabela 12) para ratos e camundongos, 

respectivamente mostrando que a ME estudada apresenta DL50 1,8 (ratos) e 2,6 

(camundongos) vezes maior do que a forma farmacêutica convencional, no caso o pó 

liofilizado do cloridrato de doxorrubicina.  

Dessa maneira, a ME estudada apresenta potencial terapêutico para ser administrada 

pela via parenteral uma vez que esses sistemas podem aumentaram o índice terapêutico da 

DOX, minimizando os efeitos adversos que este fármaco provoca, tais como cardiotoxicidade 

e mielossupressão, relacionados com a dose administrada (SACCO et al., 2001; MITRA et 

al., 2001). Essa diminuição dos efeitos adversos pode ser confirmada com os ensaios de 

parâmetros bioquímicos (item 5.2.2). Os resultados apresentados nas Tabelas 11 e 12 

possibilitaram a determinação da dose letal média das ME sem oleato de sódio contendo 

DOX. 

 

TABELA 11 - Mortalidade dos ratos Wistar que receberam as microemulsões sem oleato de 

sódio contendo doxorrubicina. 

Dose (mg/Kg) Número de animais 

testados por grupo 

Número de mortos Mortalidade (%) 

12 

15 

18 

20 

5 

5 

5 

5 

0 

2 

3 

5 

0 

40 

60 

100 

DL50 = 16,21mg/Kg  
  

Os sinais e sintomas da intoxicação provocada pela microemulsões sem oleato de 

sódio contendo doxorrubicina iniciaram-se cerca de 72hs após a administração das diferentes 

doses (Tabela 11 e 12) do antineoplásico sendo os sinais e sintomas de início observados 

idênticos ao do cloridrato de doxorrubicina na dose superior ou igual a 15mg/kg para ratos e 

superior ou igual a 25mg/Kg para camundongos.  

Por outro lado, os animais que receberam a ME sem oleato de sódio contendo 

doxorrubicina na dose inferior a 15mg/Kg para ratos (Tabela 9) e 25mg/Kg para 

camundongos (Tabela 10) de peso corporal animal, administrado via intraperitonial não 
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apresentaram sinais de toxicidade durante os 14 dias de observação. Segundo Loomis (1974) 

compostos com esse valor de DL50 também são considerados tóxicos.   

 

TABELA 12 - Mortalidade dos camundongos Swiss que receberam as microemulsões sem 

oleato de sódio contendo doxorrubicina. 

Dose (mg/Kg) Número de animais 

testados por grupo 

Número de mortos Mortalidade (%) 

20 

25 

40 

70 

5 

5 

5 

5 

0 

1 

4 

5 

0 

20 

80 

100 

DL50 = 32,10mg/Kg  
 

Os estudos de toxicidade aguda das microemulsões com oleato de sódio contendo 

doxorrubicina mostra que a dose letal média das microemulsões foi cerca de 25,39 mg/Kg 

para ratos (Tabela 13) e cerca de 54,65mg/Kg para camundongos (Tabela 14) mostrando que 

a ME estudada apresenta DL50 2,8 (ratos) e 6 (camundongos) vezes maior do que a forma 

farmacêutica convencional, no caso o pó liofilizado contendo o cloridrato de doxorrubicina. 

Entretanto quando se compara as ME com OS com a ME sem OS ambas contendo DOX essas 

apresentam um aumento de 1,56 (ratos) e 1,7 (camundongos) da DL50. Os resultados 

apresentados nas Tabelas 13 e 14 possibilitaram a determinação da dose letal média das ME 

com oleato de sódio contendo DOX. 

 

TABELA 13 - Mortalidade dos ratos Wistar que receberam as microemulsões com oleato de 

sódio contendo doxorrubicina. 

Dose (mg/Kg) Número de animais 

testados por grupo 

Número de mortos Mortalidade (%) 

20 

25 

30 

35 

5 

5 

5 

5 

0 

3 

4 

5 

0 

60 

80 

100 

DL50 = 25,39 mg/Kg 

Thalita Pedroni Formariz 



Resultados e Discussão  112

Esses resultados de toxicidade aguda para ratos e camundongos (Tabelas 13 e 14) 

coraboram com os resultados de estabilidade (Figuras 49 a 66) confirmando que a inclusão do 

OS na formulação melhora a estabilidade dos sistemas microemulsionados. Esse fato pode ser 

explicado pela associação do fármaco com a fase interna e a interface da ME, provocando a 

retenção da DOX nas gotículas, refletindo diretamente em um prolongamento da velocidade 

de liberação (Figura 67) o qual contribui para aumentar a dose letal média dessa ME 

conforme mostra nas Tabelas 13 e 14. 

 

TABELA 14 - Mortalidade dos camundongos Swiss que receberam as microemulsões com 

oleato de sódio contendo doxorrubicina. 

Dose (mg/Kg) Número de animais 

testados por grupo 

Número de mortos Mortalidade (%) 

35 

50 

60 

70 

5 

5 

5 

5 

0 

1 

4 

5 

0 

20 

80 

100 

DL50 = 54,65mg/Kg  
 

Os sinais e sintomas da intoxicação provocada pela microemulsões com oleato de 

sódio contendo doxorrubicina iniciaram-se cerca de 72h após a administração das diferentes 

doses (Tabela 13 e 14) do antineoplásico sendo os sinais e sintomas de início observados 

idênticos ao do cloridrato de doxorrubicina na dose superior a 20mg/kg para ratos e superior a 

35mg/Kg para camundongos. Por outro lado, os animais que receberam a ME com oleato de 

sódio contendo doxorrubicina na dose inferior ou igual a 20mg/Kg para ratos (Tabela 13) e 

35mg/Kg para camundongos (Tabela 14) de peso corporal animal, administrado via 

intraperitonial, não apresentaram sinais de toxicidade durante os 14 dias de observação. 

Segundo Loomis (1974) a ME com OS para ratos apresentou DL50 de 25,39mg/Kg (Tabela 

13), portanto é considerada tóxica. Já para camundongos essa ME apresentou DL50 de 

54,65mg/Kg (Tabela 14) sendo considerada moderadamente tóxica.  

A literatura relata que a dose de medicamentos em animais também pode ser calculada 

pelo método de extrapolação alométrica que calcula e expressa doses utilizando a quantidade 

de fármaco (mg) por Kg consumido, e não só calculada e expressa como quantidade de 

fármaco por unidade de peso corporal (mg/Kg) (PACHALY e BRITO, 2001). 
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Os princípios dos resultados de extrapolação alométrica pressupõem que a variação 

dos parâmetros fisiológicos observados entre diferentes animais apresente a mesma 

proporcionalidade da variação dos parâmetros farmacocinéticos. Partindo dessa premissa 

utilizou-se os dados disponíveis de uma determinada espécie, no caso ratos Wistar em que foi 

feito estudos empíricos da DOX e da DOX-ME (Tabela 9, 11 e 13) e compatibilizando-se as 

diferenças através de fórmulas matemáticas, pode se determinar doses para o “animal-alvo” 

(camundongos Swiss) a partir das doses utilizadas em animais modelo (ratos Wistar) 

(PACHALY e BRITO, 2001). 

Dessa forma, a taxa metabólica basal (TMB) pode, portanto ser utilizada para calcular 

a dose da DOX e da DOX-ME para o camundongo Swiss com base na dose estabelecida para 

o outro (ratos Wistar) considerando e ajustando as diferenças metabólicas entre os dois. As 

TMB para o animal modelo e para o animal alvo foram calculadas através da seguinte 

equação (PACHALY e BRITO, 2001): 

 

TMB = K.M0,75/M 

 

em que M = massa corporal (Kg) e K= constante teórica, taxonômicamente dependente, 

baseada na temperatura média corporal do animal.   

Os resultados obtidos neste estudo de toxicidade aguda mostraram que a DL50 em 

camundongos foi cerca de 1,35, 1,98 e 2,15 (DOX, ME sem OS e ME-OS, respectivamente) 

vezes maior do que quando comparada em ratos (Figuras 68 e 69). Esse fato é esperado, pois 

a absorção, a distribuição, a metabolização e a eliminação da DOX e da DOX-ME ocorrem 

em função da taxa metabólica basal do animal. E a literatura mostra que os camundongos 

Swiss apresentam uma TMB maior do que os ratos Wistar, então os processos 

farmacocinéticos (distribuição, metabolização e eliminação) que contribuem para eliminação 

do fármaco é favorecido quando esse é administrado em camundongos. Portanto, uma dose 

letal média de 50 em mg/Kg só poderá ser usada para animais que absorvam, distribuam, 

metabolizam e excretam a DOX e a DOX-ME da mesma maneira (PACHALY e BRITO, 

2001).  
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FIGURA 68 - Relação log da dose-resposta no teste de toxicidade aguda com o cloridrato de 

doxorubicina, microemulsões sem oleato de sódio contendo doxorrubicina e microemulsões 

com oleato de sódio contendo doxorrubicina, em ratos, via intraperitonial. 

 

De forma geral, os sistemas terapêuticos estudados (A1 e B1, Tabelas 2 e 3) foram 

capazes de minimizar o efeito letal da DOX nas duas espécies de animais estudados (Figuras 

68 e 69) sugerindo um possível aumento da eficácia terapêutica do antineoplásico, o que 

permite a redução da dose administrada uma vez que os efeitos adversos potenciais desse 

fármaco está diretamente relacionado à dose administrada conforme demonstrados nos itens 

5.2.2 (Figuras 70-72) e 5.2.3 (Figuras 73 e 74).  
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FIGURA 69 - Relação log da dose-resposta no teste de toxicidade aguda com o cloridrato de 

doxorubicina, microemulsões sem oleato de sódio contendo doxorrubicina e microemulsões 

com oleato de sódio contendo doxorrubicina, em camundongos, via intraperitonial. 

 

Neste contexto pode-se concluir que as ME estudadas foram adequadas a esses 

propósitos e foram utilizadas, visando à possível modificação da biodisponibilidade (Item 

5.2.3, Figuras 73 e 74) e a diminuição da toxicidade aguda da doxorrubicina (Figuras 68 e 

69), funcionando como sistema reservatório que proporciona atividade terapêutica mais 

intensa e por tempo prolongado (Figuras 48 e 67).  

5.2.2 PARÂMETROS BIOQUÍMICOS (AST, ALT E CKMB)  

5.2.2.1 Determinação da atividade da isoenzima MB da creatinina kinase (CKMB)  

 A creatinina kinase (CK) é uma enzima citoplasmática e mitocondrial que catalisa a 

fosforilação reversível da creatinina com formação de ATP. A CK é composta de duas 

subunidades (M e B) que se combinam em três tipos: MM, MB e BB que são encontradas em 

maior proporção respectivamente, no músculo esquelético, cardíaco e nos tecidos. Elevações 

de MM são encontradas nas disfunções tireoideanas e BB nas doenças gastrointestinais, 

adenomas, carcinomas, doenças vasculares, autoimunes e cirrose. Portanto, a sua elevação 

não significa necessariamente lesão cardíaca (MELO, 2001; FERRAZ e ALVES, 2002).
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 Considerando as limitações da CK total, o CKMB é um marcador mais específico para 

detecção de lesões no miocárdio, pois 25 a 46% da concentração desta enzima encontram-se 

no músculo cardíaco e apenas 5% no músculo esquelético (MELO, 2001; FERRAZ e 

ALVES, 2002) sendo mais específica para danos cardíacos.  

Após a lesão cardíaca, substâncias intracelulares passam para a circulação e suas 

concentrações no sangue dependem do tempo, da extensão, gravidade e caráter agudo das 

lesões celulares. A atividade enzimática e a concentração das proteínas na corrente sangüínea 

refletem normalmente um quadro atual. A velocidade (tempo) de aparecimento e de 

eliminação de cada um dos marcadores cardíacos no sangue é constante e específica, o que 

proporciona o estudo de sua sensibilidade e especificidade no diagnóstico (MELO, 2001; 

FERRAZ e ALVES, 2002). 

  Desde o final da década de 60 até os dias atuais, a doxorrubicina (DOX) tem sido 

amplamente utilizada no tratamento de neoplasias. Com o reconhecimento de sua potente 

atividade antineoplásica, observou-se que seus efeitos tóxicos são dose-dependentes e, 

também demonstrou-se que pode existir uma dissociação entre as manifestações clínicas, às 

vezes exuberantes, e os achados de necropsias com pouca expressão histológica e, outras 

vezes, discretas manifestações clínicas, apresentando severas alterações miocárdicas. Isto 

originou importante restrição clínica no tratamento de longo prazo pelo efeito tóxico 

cumulativo e, principalmente, potencial indutivo de cardiotoxicidade (SANTOS et al., 1996; 

SAAD et al., 2001; ITO et al., 2001; HOU et al., 2005).  

 A prevenção da miocardiopatia pela DOX tem sido objeto de numerosos estudos. 

Muitos esforços têm sido feitos para diminuir a toxicidade pela droga. Considerando-se que 

uma das mais importantes conseqüências do uso clínico da DOX é a falência cardíaca, 

provavelmente secundária ao acometimento direto do cardiomiócito, ou através de reações 

químicas que afetam a estrutura cardíaca (SANTOS et al., 1996; SAAD et al., 2001). 

Desenvolvimento de miocardiopatia e falência cardíaca congestiva após a administração de 

DOX tem sido mostrado em seres humanos (LEFRAK et al., 1973, SANTOS et al., 1996) e 

em vários animais (CZARNECKI et al., 1986; SANTOS et al., 1996; CHAKRABARTI et al., 

2001; HOU et al., 2005). 

  Esta droga induz cardiotoxicidade em ratos, sendo que a disfunção miocárdica 

induzida pela DOX parece ser multifatorial (SANTOS et al., 1996). Há evidências sugerindo 

a inibição do ácido nucléico e síntese protéica, a liberação de aminas vasoativas, 

anormalidades mitocondriais, distúrbios no transporte de cálcio, desequilíbrio eletrolítico, 

formação de radicais livres e peroxidação lipídica (SANTOS et al., 1996, SAAD et al., 2001, 
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ITO et al., 2001, HOU et al., 2005). Essa lesão cardíaca é caracterizada por aumento 

significativo dos níveis séricos do biomarcador CKMB em cerca de 4,8 vezes quando 

comparado com o grupo salina (SAAD et al., 2001). 

 Dessa maneira, foi realizada a avaliação da isoenzima MB da creatinina kinase pré e 

pós tratamento com a doxorrubicina incorporada em microemulsões contendo oleato de sódio 

e microemulsões sem oleato de sódio tendo como objetivo comparar com a forma 

farmacêutica convencional (Cloridrato de Doxorrubicina, Eurofarma, Brasil) observando os 

possíveis danos cardíacos decorrentes a exposição à DOX e as ME - DOX. 

 O parâmetro bioquímico da isoenzima MB da creatinina kinase (CKMB) obtido 

através da determinação por método cinético Kit Labtest (ref: 200404) está demonstrado na 

Figura 70 através das razões de suas atividades pós-tratamento / pré-tratamento em função das 

doses administradas. A razão pós / pré-tratamento em cada grupo foi o parâmetro escolhido 

para realizarem-se as comparações entre os grupos. 

Os resultados referentes ao nível médio da isoenzima MB mostraram que os grupos do 

cloridrato de doxorrubicina apresentaram elevações significativas (p<0,05) na sua atividade 

enzimática em função da dose administrada e em relação ao grupo salina uma vez que a 

atividade enzimática da MB da creatinina kinase aumentou cerca de 2,70 vezes em relação ao 

grupo salina a medida que aumentou-se a dose administrada da DOX mostrando que o efeito 

cardiotóxico da doxorrubicina é dose-dependente (Figura 70). 

 Esse efeito cardiotóxico dose-dependente da DOX (Figura 70) pode ser confirmado 

pela literatura que mostra que causar cardiomiopatia é uma característica exclusiva dos 

antibióticos antraciclínicos, em especial, a doxorrubicina tendo em vista que a administração 

de altas doses pode aumentar o risco de cardiotoxicidade. Essa cardiotoxicidade é 

caracterizada por aumento dos níveis séricos do biomarcador CKMB (SAAD et al., 2001, 

HOU et al., 2005), fato também confirmado pela Figura 70.  

 A literatura também mostra que o aumento dos níveis séricos do biomarcador CKMB 

leva a mudanças histopalógicas no miocárdio de ratos tratados com doxorrubicina. 

Qualitativamente, os danos cardíacos induzidos pela DOX foram reconhecidos pela presença 

de oedema intersticial marcado, de infiltração celular inflamatória crônica, de fibrose 

subendocardial focal, de fibrose miocardial marcado, de inchaço e desorganização miocardial 

marcado das fibras com vacúolo perinuclear e necrose miocardial (SAAD et al., 2001).  
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FIGURA 70: Razão pós-tratamento / pré-tratamento da CKMB em função da dose 

administrada. 

  

O grupo dos animais tratados com os sistemas microemulsionados, recentemente 

preparados, incorporados de DOX contendo e não contendo oleato de sódio apresentaram uma 

diminuição significativa da atividade da isoenzima MB da creatinina kinase em cerca de 1,79 

e de 1,31 vezes, respectivamente quando comparado com a DOX na forma farmacêutica 

convencional (p<0,05). Porém, quando compara-se as ME com e sem oleato de sódio 

veiculando DOX o aumento dessa atividade não foi significativo (p>0,05) (Figura 70) uma 

vez que ambos os sistemas estudados são ME ricas em CHO (A1 – 1,5% CHO e B1– 3% CHO 

sem OS, Tabelas 2 e 3) e apresentam grau de estruturação (Figuras 14 a 47) e liberação 

(Figuras 48 e 67) semelhantes e portanto, diminuição da atividade de CKMB semelhantes 

(p>0,05). 

As análises dos resultados da Figura 70 também mostraram que as ME com e sem 

oleato de sódio contendo DOX não aumentaram a atividade de CKMB de modo significativo 

em relação ao grupo controle (microemulsões sem DOX) (p>0,05) mostrando que os 

componentes utilizados contornarem problemas de toxicidade (KIBBE, 2000) (A1 e B1, 

Tabelas 2 e 3). Esses sistemas (A1 – 1,5% CHO e B1– 3% CHO sem OS, Figura 70) estudados 

estão contribuindo para a dimininuição do efeito cardiotóxico da DOX uma vez que esses 
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sistemas atuam como sistema reservatório e, portanto liberam uma quantidade menor de DOX 

no fluido biológico quando comparado com o fármaco livre (Figuras 48 e 67). 

Esses resultados de cardiotoxicidade representados pela diminuição dos níveis séricos 

do biomarcadores (Figura 70) nos sistemas microemulsionados (Tabelas 2 e 3) são esperados 

uma vez que essas ME aumentaram a DL50 da DOX (Figura 68), aumentando seu índice 

terapêutico (Item 5.2.3) e mimizando, assim os efeitos adversos da DOX como a 

cardiotoxicidade (Figura 70). Esse fato pode ser sugerido devido a esses sistemas 

microemulsionados apresentarem uma redução da distribuição da DOX nos tecidos-alvos tais 

como coração, rim e fígado quando comparada com a DOX na forma farmacêutica 

convencional minimizando seu efeito adverso (WANG e QUINN, 2002) tal como o 

hepatotóxico (item 5.2.2.2, Figuras 71 e 72) e o cardiotóxico (Figura 70).  

Essa redução da distribuição da DOX nos tecidos cardíacos pode ser explicado pela 

associação do fármaco com o CHO (fase interna) e interface da ME provocando a retenção da 

DOX nas gotículas, diminuindo a liberação do fármaco (Figuras 48 e 67), assim como a sua 

distribuição sendo capazes de minimizar o efeito cardiotóxico da DOX (Figura 70), diminuir a 

toxicidade aguda (Figura 68) e aumentar a eficácia terapêutica do antineoplásico (Item 5.2.3). 

Além disso, quando ocorre a incorporação de DOX nas gotículas de ME rica em CHO (A1 e 

B1, Tabelas 2 e 3), essas alteram a permeabilidade da célula tumoral, podendo aumentar o 

efeito antitumoral (Item 5.2.3), reduzindo a toxicidade potencial do fármaco sobre outros 

tecidos conforme demonstrado na Figura 70. 

5.2.2.2 Determinação da atividade da aspartato amino transferase (AST) e da alanina 

amino tranferase (ALT)  

 As aminotransferases (ALT e AST) catalisam a transferência reversível de uma amina 

de um aminoácido para um cetoácido. Essas enzimas, geralmente, encaminham os grupos 

aminas de vários aminoácidos para o α-cetoglutarato, para a conversão em NH4+ (STRYER, 

1996; LEHNINGER, 2000; RIBEIRO et al., 2006). 

 Essas enzimas estão presentes em elevadas concentrações no músculo, cérebro e 

fígado. A elevação da atividade das aminotransferases no sangue indica necrose ou moléstia, 

especialmente nesses tecidos (MURRAY et al., 1994; RIBEIRO et al., 2006). 

          Segundo Ockner (1993) a elevação dos níveis da ALT é relativamente específica da 

doença hepatobiliar. Apesar dos níveis de AST poderem estar aumentados nas doenças de 

outros órgãos valores mais de 10 vezes acima do limite superior de variação normal refletem 
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habitualmente uma patologia hepática ou biliar. Os valores das aminotranferases são úteis 

para monitorizar a evolução da hepatopatia parenquimal aguda ou crônica.  

 A ALT é encontrada principalmente no citoplasma do hepatotócito, enquanto 80% da 

AST está presente na mitocôndria. Essa diferença tem auxiliado no diagnóstico e prognóstico 

de doenças hepáticas. Em dano hepatocelular leve a forma predominante no soro é a 

citoplasmática, enquanto em lesões graves há liberação da enzima mitocondrial, elevando a 

relação AST/ALT (MOTTA, 2003). Já, na hepatite por vírus ou tóxica, a ALT é 

caracteristicamente tão elevada ou até maior que a AST, e a relação ALT/AST (De Ritis), 

normalmente é menor que 1, aproxima-se ou torna-se maior que a unidade (BURTIS e 

ASHWOOD, 2001).   

Neste contexto, deve-se ressaltar que o parâmetro ALT é mais específico a danos 

hepáticos em relação à AST. A ALT é específica ao fígado e a sua principal aplicação clínica  

dá-se na doença hepática parenquimatosa, enquanto que a AST também é encontrada no 

músculo esquelético, rins, coração e hemácias sendo que suas principais aplicações clínicas 

são em doença hepática parenquimatosa, doença muscular e no infarto do miocárdio 

(BURTIS e ASHWOOD, 2001).   

  A literatura mostra que a lesão hepática induzida pela doxorrubicina é conseqüência 

da indução de alterações peroxidativas em vários tecidos como, por exemplo, o fígado que é 

evidenciada pela elevação significativa na produção de malondialdeído (MDA) e pela 

depleção dos índices de glutationa (GSH) no tecidos do fígado dos ratos. Essa lesão hepática é 

caracterizada por aumento significativo dos níveis séricos dos biomarcadores ALT e AST em 

2,85 e 2,3 vezes, respectivamente quando comparados ao grupo controle (salina) (SAAD et 

al., 2001). 

 Dessa forma, foi realizada a avaliação das transaminases pré e pós tratamento com a 

doxorrubicina incorporada em microemulsões contendo oleato de sódio e microemulsões sem 

oleato de sódio tendo como objetivo comparar com a forma farmacêutica convencional 

(Cloridrato de Doxorrubicina, Eurofarma, Brasil) observando os possíveis danos hepáticos 

decorrentes a exposição à DOX e as ME - DOX. 

 Os parâmetros bioquímicos AST e ALT obtidos através da determinação por método 

cinético Kit Labtest (ref: 06004) e Kit Labtest (ref: 140404), respectivamente estão 

demonstrados nas Figuras 71 e 72 através das razões de suas atividades pós-tratamento / pré-

tratamento em função das doses administradas. A razão pós / pré-tratamento em cada grupo 

foi o parâmetro escolhido para realizar-se as comparações entre os grupos. 

Os resultados referentes aos níveis médios da aspartato aminotransferase (AST) e da 
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alanina aminotransferase (ALT) (Figuras 71 e 72) no plasma mostraram que os grupos do 

cloridrato de doxorrubicina apresentaram elevações significativas (p<0,05) nas suas 

atividades em função da dose administrada e em relação ao grupo salina uma vez que a 

atividade enzimática das transaminases AST e ALT aumentaram em cerca de 18,88 e de 9,53 

vezes, respectivamente em relação ao grupo salina a medida que aumentou-se a dose 

administrada da DOX mostrando que o efeito hepatotóxico da doxorrubicina é dose-

dependente. 
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                                        Dunn’s Methods: *p<0,05. 
FIGURA 71: Razão pós-tratamento / pré-tratamento da transaminase AST em função da dose 

administrada. 

  

Esse fato pode ser confirmado pela literatura que mostra que o fígado de ratos tratados 

com doxorrubicina apresentou necrose dos hepatócitos, atipia e figuras mitóticas em alguns 

hepatócitos além de uma suave inflamação focal lobular crônica sendo que esse efeito adverso 

está diretamente relacionado à dose administrada (SAAD et al., 2001). Essa necrose hepática 

é caracterizada por aumento dos níveis séricos dos biomarcadores ALT e AST (SAAD et al., 

2001; ITO et al., 2001). 

Por outro lado, o grupo das microemulsões sem e com oleato de sódio veiculando 

DOX apresentaram uma diminuição significativa da atividade enzimática da transaminase 

AST em cerca de  4,15 e de 3,16 vezes, respectivamente quando comparado com a DOX na 
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forma farmacêutica convencional (p<0,05) (Figura 71). Essas mesmas ME apresentaram 

também uma diminuição significativa da atividade enzimática da transaminase ALT em cerca 

de 3,74 (ME-S/O) e 2,16 (ME-C/O) vezes, respectivamente quando comparado com DOX na 

forma farmacêutica convencional (p<0,05). Porém, quando compara-se as ME com e sem 

oleato de sódio (A1 e B1, Tabelas 2 e 3) veiculando DOX o aumento dessas atividades (AST e 

ALT) não foram significativos (p>0,05) (Figura 71 e 72), esse fato já era esperado conforme 

foi explicado no item anterior. 

Os resultados obtidos nas Figuras 71 e 72 também mostraram que essas atividades 

(AST e ALT) não aumentaram significativamente em relação ao grupo controle 

(microemulsões sem DOX) (p>0,05), uma vez que os componentes utilizados nessas ME 

contornam problemas de toxicidade (KIBBE, 2000) conforme dito anteriormente (Item 

5.2.2.1). Dessa forma, as ME sem DOX contribuem para minimizar o efeito hepatotóxico da 

DOX. 
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                                        Dunn’s Methods: *p<0,05. 
FIGURA 71: Razão pós-tratamento / pré-tratamento da transaminase ALT em função da dose 

administrada. 

 

 Esses resultados são esperados uma vez que essas microemulsões aumentaram a DL50 

da DOX (Figura 68), aumentando seu índice terapêutico e minimizam os efeitos adversos da 

DOX como a hepatoxicidade (Figuras 71e 72). Além disso, a literatura mostra que sistemas 

nanoestruturados apresentam uma redução da distribuição da DOX nos tecidos-alvos tais 
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como rim, fígado e coração quando comparada com a DOX na forma farmacêutica 

convencional minimizando seu efeito adverso (WANG e QUINN, 2002) tal como o 

hepatotóxico.  

 Essa redução da distribuição da DOX pode ser sugerida devido a esses sistemas 

nanoestruturados, tal como as microemulsões estudadas apresentarem-se como um sistema 

termodinamicamente estável, capaz de incorporar a DOX nas gotículas da fase interna 

influenciando fortemente na sua liberação (Figuras 48 e 67), assim como na sua 

biodisponibilidade sendo capazes de minimizar o efeito hepatotóxico da DOX (Figuras 71 e 

72), por sua capacidade de obter uma liberação prolongada (Figuras 48 e 67), diminuir a 

toxicidade aguda (Figura 69) e aumentar a eficácia terapêutica do antineoplásico (Item 5.2.3), 

o que permite a redução da dose administrada uma vez que os efeitos adversos potenciais 

desse fármaco está diretamente relacionado à dose-administrada (SAAD et al., 2001; SACCO 

et al., 2001; MITRA et al., 2001; ITO et al., 2001) fato confirmado também pelas Figuras 70 

e 71. 

5.2.3 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL 

Sistemas nanoestruturados tais como as ME são carreadores coloidais utilizados como 

sistemas de liberação prolongada de fármacos e podem agir como um veículo carreador de 

fármaco capaz de atingir tecidos ou células tumorais, enquanto protege a inativação prematura 

do princípio ativo durante o seu transporte (PRETE et al., 2006; DIAS et al., 2007). 

Assim, como veículo proposto, é esperado aumentar a eficácia da doxorrubicina, visto 

que a ME poderá proporcionar o aumento da concentração de fármaco no sítio de ação 

desejado, reduzindo os efeitos colaterais de forma a permitir a utilização dos fármacos já 

existentes (FORMARIZ et al., 2004). Dessa forma, testes farmacológicos devem ser 

realizados para garantir a eficácia terapêutica no uso da DOX quando incorporada em ME. 

    A atividade antitumoral “in vivo” das microemulsões com e sem oleato de sódio 

contendo doxorrubicina em tumores ascítico de Erlich estão demonstrados nas Figuras 73 e 74 

através do peso relativo do tumor (%) em função das doses administradas (2,5; 5 e 10mg/Kg). 

O peso relativo do tumor (%) em cada grupo foi o parâmetro escolhido para realizar as 

comparações entre os grupos. As microemulsões estudadas (Tabelas 2 e 3) foram 

administradas nos animais logo após o preparo. 
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                                  Dunn’s Methods: *p<0,05.    

FIGURA 73: Efeito antitumoral “in vivo” da microemulsão com oleato de sódio contendo 

doxorrubicina. 

 

Os resultados (Figuras 73 e 74) referentes ao peso relativo do tumor (%) mostraram 

que os grupos do cloridrato de doxorrubicina apresentaram inibição significativa da atividade 

tumoral (p < 0,05) em relação ao grupo salina uma vez que a DOX reduziu o peso relativo do 

tumor cerca de 3,48  vezes em relação ao grupo salina. Fato esperado já que a DOX apresenta 

atividade citotóxica e, portanto foi utilizada com o objetivo de padronizar a resposta biológica 

da linhagem celular utilizada (TAE) a este fármaco, sendo essa determinação utilizada como 

controle de qualidade da cultura celular. Pois, foi determinado o perfil de quimiosensibilidade 

da linhagem celular a DOX, a fim de assegurar a confiabilidade da cultura celular, garantindo 

que a mesma não sofreu mutações, alterando a linhagem padrão (SACOMAN, 2007). 

As análises dos resultados (Figuras 73 e 74) mostraram que as ME sem e com oleato 

utilizadas como controle e/ou branco do sistema não apresentaram atividade antitumoral 

significativa (p> 0,05) quando comparado com o grupo do Cloridrato de doxorrubicina, já que 

os componentes utilizados contornam problemas de toxicidade (KIBBE, 2000), podendo 

confirmar que nessas porcentagens de fase oleosa, aquosa e mistura tensoativa (A1 e B1, 

Tabelas 2 e 3) os sistemas estudados não são capazes de inibir o crescimento do TAE 

demonstrando que esses sistemas não potencializam o efeito antitumoral do fármaco para a 

linhagem utilizada conforme já foi demonstrado nos ensaios de atividade antitumoral “in 

vitro” (FORMARIZ, 2004).  
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 As microemulsões com e sem oleato de sódio contendo DOX (Figuras 73 e 74) 

apresentaram uma redução significativa do peso relativo do tumor em cerca de 3,84 e 5,18 

vezes (ME-OS – 1,5% CHO) e cerca de 2,17 e de 3,27 vezes (ME sem OS – 3% CHO) para 

as doses de 2,5 e 5mg/Kg, respectivamente quando comparado com o grupo salina (p< 0,05). 

A atividade antitumoral da dose de 10mg/Kg das ME com e sem oleato de sódio não puderam 

ser avaliadas uma vez que todos os animais morreram durante os 15 dias de experimento.  

Embora, a inibição da atividade tumoral em função da dose administrada de DOX-ME 

com e sem OS e em relação ao grupo do Cloridrato de DOX não foi significativa (p>0,05); os 

resultados mostraram que a atividade citotóxica do fármaco quando veiculado em ME foi 

potencializada (Figuras 73 e 74, 2,5mg/Kg de DOX-ME), apesar das ME liberarem uma 

quantidade menor de DOX na célula tumoral quando comparado com o fármaco livre uma 

vez que esses sistema apresentam-se como sistemas reservatórios da DOX proporcionando 

uma liberação prolongada “in vitro” (Figuras 48 e 67). Esse fato pode ser afirmado, pois com 

uma dose duas vezes menor a DOX-ME fez o mesmo efeito que o fármaco livre (Figuras 73 e 

74), além de reduzir a toxicidade em animais (Figura 69). Assim, os resultados de toxicidade 

aguda (Figura 69) associados aos resultados de atividade antitumoral (Figuras 73 e 74) 

mostraram que os sistemas microemulsionados aumentaram o índice terapêutico da DOX e 

consequentemente, sua eficácia terapêutica.  

A potencialização do efeito antitumoral da DOX-ME provavelmente deve estar 

relacionada à alteração do processo de distribuição do fármaco uma vez que esses sistemas 

(A1 e B1, Tabelas 2 e 3) alteram a permeabilidade celular, facilitando a entrada da DOX na 

célula tumoral e portanto, favorece sua atividade antitumoral.  
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                               Dunn’s Methods: *p<0,05. 

FIGURA 74: Efeito antitumoral “in vivo” da microemulsão sem oleato de sódio contendo 

doxorrubicina. 

 

Assim, os resultados de caracterização física, estabilidade, toxicidade aguda, 

parâmetros bioquímicos e atividade antitumoral “in vivo” obtidos nesse trabalho indicam que 

a nanoencapsulação continua sendo uma alternativa para a aplicação terapêutica de fármacos 

com ação antitumoral, tanto para a obtenção de uma melhor eficácia terapêutica quanto para a 

minimização dos efeitos tóxicos. 
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VI. CONCLUSÃO 

6. CONCLUSÃO: 

A análise dos resultados das características físico-químicas, da estabilidade física, da 

toxicidade aguda, dos parâmetros bioquímicos e da atividade antitumoral “in vivo” da 

doxorrubicina incorporadas em microemulsões lipídicas estabilizadas com EU/FS/OS 

(35:35:30 p/p) e EU/FS (1:1 p/p)  possibilitaram as seguintes conclusões: 

 

 As ME comportam-se como fluidos não-newtonianos. 

  

 As ME contendo OS comportam-se como sistemas pseudoplásticos e tixotrópicos, 

o que facilita a aplicação via parenteral. 

 

 As ME sem OS comportam-se como sistemas plásticos e tixotrópicos, facilitando 

também a aplicação via parenteral. 

 

 A viscosidade aparente das ME aumenta a medida que a concentração de CHO 

aumenta e/ou a DOX é incorporada no sistema. 

 

 As medidas de compliância e G’ e G” mostram que as ME contendo OS 

apresentam comportamento típico de sistemas líquidos viscosos, a qual a componente elástica 

é desprezível. 

 

 As medidas de compliância e G’ e G” mostram que as ME sem OS e as ME com e 

sem OS  contendo DOX apresentam comportamento típico de sistemas viscosos com uma 

componente elástica acentuada, apresentando comportamento viscoelástico. Esse fato é 

favorecido a medida que a concentração de CHO aumenta e a DOX é incorporada no sistema. 

 

 As medidas de microscopia de luz polarizada, SAXS e difração de raio-X indicam 

a presença de sistemas com fases microemulsionadas, porém quando a concentração de CHO 

aumenta e/ou quando a DOX é incorporada ao sistema ocorre a formação de CHO lamelar e 

CHO na forma cristalina visto que a estruturação do sistema é dependente da relação 

tensoativo/fase oleosa. 
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 As medidas de microscopia de luz polarizada, SAXS e difração de raio-X também 

mostraram que o grau de cristalização do colesterol é ainda mais favorecido a medida que se 

aumenta a concentração de CHO e quando a DOX é incorporada ao sistema.  

 

 Os estudos de estabilidade mostraram que a inclusão do OS a mistura tensoativa 

(EU/FS) favorece a estabilidade do sistema uma vez que este reduz o parâmetro de 

empacotamento crítico da FS, por aumentar a hidrofilia da mistura tensoativa, permitindo uma 

maior flexibilidade do filme interfacial para obter a curvatura necessária para a formação de 

gotículas na ordem de nanômetros.   

 

 As ME sem OS apresentaram uma dose letal média cerca de 1,8 (ratos) e 2,6 

(camundongos) vezes maior do que a forma farmacêutica convencional, no caso o pó 

liofilizado do cloridrato de doxorrubicina.  

 

 As ME com OS apresentaram uma dose letal média cerca de 2,8 (ratos) e 6 

(camundongos) vezes maior do que a forma farmacêutica convencional, no caso o pó 

liofilizado do cloridrato de doxorrubicina e cerca de 1,56 (ratos) e 1,7 (camundongos)  vezes 

maior do que a ME sem oleato de sódio contendo DOX.  

 

 A DL50 obtida em camundongos foi cerca de 1,35, 1,98 e 2,15 (DOX, ME sem OS 

e ME-OS, respectivamente) vezes maior do que quando comparada em ratos, pois a absorção, 

a distribuição, a metabolização e a eliminação da DOX e da DOX-ME ocorrem em função da 

taxa metabólica basal (TMB) do animal e esses animais apresentam TMB diferentes.   

 

 As ME com e sem OS apresentaram uma diminuição da atividade da isoenzima 

MB da creatinina kinase em cerca de 1,79 e de 1,31 vezes, respectivamente quando 

comparado com a DOX na forma farmacêutica convencional. 

 

 As ME sem e com OS apresentaram uma diminuição da atividade enzimática das 

transaminases AST em cerca de 4,15 e de 3,16 vezes, respectivamente quando comparado 

com a DOX na forma farmacêutica convencional. 

 

Thalita Pedroni Formariz 



Conclusão 129

 As ME sem e com OS apresentaram uma diminuição da atividade enzimática das 

transaminases ALT em cerca de 3,74 e de 2,17 vezes, respectivamente quando comparado 

com a DOX na forma farmacêutica convencional. 

 

 As ME sem e com OS minimizaram a cardiotoxicidade e a hepatotoxicidade da 

DOX comparado com a DOX na forma farmacêutica convencional. 

 

 As ME com e sem OS apresentaram uma redução significativa do peso relativo do 

tumor em cerca de 3,84 e 5,18 vezes (ME-OS) e cerca de 2,17 e de 3,27 vezes (ME sem OS) 

para as doses de 2,5 e 5mg/Kg, respectivamente quando comparado com o grupo salina. 

 

 As ME com e sem OS potencializaram a atividade antitumoral da DOX quando 

comparado com a DOX na forma farmacêutica convencional. 
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Baixar livros de Meteorologia
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Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
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