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RESUMO 

 

O uso indiscriminado de antimicrobianos na terapêutica tem 

desencadeado diversos tipos de mecanismos de resistência, o que tem 

impulsionado cada vez mais pesquisas focando na obtenção de novos 

fármacos, desenvolvimento ou melhoramento das formulações 

disponíveis no mercado. A nistatina é um antifúngico poliênico 

amplamente utilizado no tratamento de candidíases. Seu mecanismo de 

ação deve-se à ligação ao ergosterol, esteróide presente na membrana 

celular de fungos patogênicos como a Candida sp,  promovendo a 

desestruturação e liberação do seu conteúdo celular. Além disso, a 

nistatina pertence à classe IV do Sistema de Classificação 

Biofarmacêutica, de modo que sua atividade biológica é impactada por 

sua baixa solubilidade e baixa permeabilidade. Neste contexto, sistemas 

microparticulados de cloridrato de quitosana destinados à via tópica 

foram desenvolvidos através de spray drying e 

emulsificação/evaporação de solvente seguida de liofilização 

objetivando um aumento da retenção cutânea e melhorias na atividade 

microbiológica da nistatina. Os sistemas foram obtidos em diferentes 

proporções de fármaco:polímero (1:1; 1:2 e 1:3, m/m), sendo 

caracterizados quanto às suas propriedades cristalinas, térmicas e 

morfológicas e avaliados no tocante ao teor e eficiência de 

encapsulação, atividade microbiológica e capacidade de retenção 

cutânea. Os resultados demonstram adequados valores de eficiência de 

encapsulação para todas as formulações e parâmetros físico-químicos 

dependentes da técnica de preparo aplicada. Em relação aos testes 

microbiológicos frente a cepas de Candida albicans, a formulação 

obtida por spray drying na proporção 1:2 (fármaco:polímero, m/m)  

apresentou o dobro da atividade antifúngica do fármaco puro, resultando 

em valores de concentração inibitória mínima e concentração fungicida 

mínima de 0,4 µg/mL e 1,6 µg/mL, respectivamente. Esta formulação, 

quando avaliada por modelo ex vivo em amostras de pele de orelha 

suína, apresentou alta retenção de nistatina na derme e epiderme. Os 

resultados são considerados estatisticamente diferentes em comparação 

ao fármaco puro e demonstram o potencial deste sistema no tratamento 

tópico da candidíase.  
 

Palavras-chave: nistatina, cloridrato de quitosana, micropartículas 

poliméricas, atividade antifúngica, retenção cutânea. 
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ABSTRACT 

 

DEVELOPMENT AND CHARACTERIZATION OF CHITOSAN 

HYDROCHLORIDE MICROPARTICLES CONTAINING 

NYSTATIN FOR TOPICAL DELIVERY 

 
The indiscriminate use of antimicrobials has triggered various types of 

resistance mechanisms, which have continuously stimulated researches 

focused on the obtainment of new drugs, development or improvement 

of dosage forms available for marketing. Nystatin is a polyene 

antifungal widely employed on the treatment of candidiasis. Its 

mechanism of action occurs via its binding to ergosterol, a steroid 

present in the cell membrane of pathogenic fungi such as Candida sp, 

which promotes the disintegration and release of cellular contents. In 

addition, nystatin belongs to Class IV of the Biopharmaceutical 

Classification System, and so its biological activity is affected by its low 

solubility and low permeability. In this context, microparticulate 

systems of chitosan hydrochloride intended for the topical route were 

developed through spray drying and through emulsification/solvent 

evaporation followed by freeze drying, aiming an enhancement of the 

skin retention and microbiological activity of nystatin. The samples 

were obtained in different drug:polymer ratios (1:1, 1:2 and 1:3, w/w), 

being characterized by means of their crystalline, thermal and 

morphological properties and evaluated regarding their  content, 

entrapment efficiency, microbiological activity and skin retention. 

Results demonstrate that all microparticles presented adequate 

entrapment efficiencies and that their physicochemical properties were 

dependent on the obtainment technique. Microbiological tests against 

strains of Candida albicans revealed that the spray dried sample 

composed of a  1:2 drug:polymer (w/w) ratio presented an increase up to 

a 2 factor in the antifugal activity with minimum inhibitory 

concentration and minimum fungicide concentration of 0.4 µg/mL and 

1.6 µg/mL, respectively. This formulation, when submitted to ex vivo 
studies in porcine ear skin presented high retention of nystatin on both 

dermis and epidermis. These results are considered statistically different 

in comparison to the pure drug and demonstrate the potential of this 
microparticle for the topical treatment of candidiasis.  

 

Keywords: nystatin, chitosan hydrochloride, polymeric microparticles, 

antifungal activity, skin retention. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

O uso generalizado de antibióticos de amplo espectro, os quais 

podem promover a redução da flora bacteriana que normalmente 

compete com os fungos patogênicos, vem sendo considerado fator 

responsável pelo aumento na incidência de resistência microbiana 

(RANG et al., 2007). 

A candidíase é a infecção fúngica mais comum e acredita-se 

que pelo menos 75% das mulheres tem, no mínimo, um episódio de 

candidíase vaginal em sua vida e, aproximadamente 40 a 50%, podem 

apresentar reincidência, dentre elas, 5% devido ao tratamento ineficaz 

(BEREK; NOVAK, 2008). 

Os antifúngicos da classe de poliênicos são amplamente 

indicados para o tratamento desta patologia e caracterizam-se pelo 

mecanismo de ação que ocorre através da ligação com o ergosterol, 

esteroide presente na membrana plasmática das células fúngicas, 

formando canais transmembranares que promovem a desorganização 

celular (TAVARES, 1996).  

A nistatina é um fármaco pertencente a essa classe de 

antifúngicos e que apresenta um amplo espectro de ação, classificada no 

grupo IV do Sistema de Classificação Biofarmacêutica por apresentar 

baixas solubilidade e permeabilidade quando administrada por via oral, 

o que limita consideravelmente sua aplicação (BRESCANSIN, 2006). 

A produção de formulações lipossomais deste fármaco mostrou 

que os sistemas obtidos apresentam atividade antifúngica maior do que o 

próprio fármaco livre, aumento no tempo de meia-vida do mesmo e 

diminuição de seus efeitos colaterais.  

Os sistemas microencapsulados, em geral, proporcionam 

inúmeros benefícios tais como a solubilização de ativos lipofílicos, o 

aumento na biodisponibilidade, a proteção da molécula frente a diversos 

fatores (DATE; JOSHI; PATRAVALE, 2007). 

As técnicas de preparo destes sistemas são divididas conforme a 

combinação entre o ativo e o material encapsulante, a exemplo do spray 

drying, inclusão molecular, emulsificação/evaporação de solvente, 

liofilização e polimerização interfacial (VALGAS, 2007). 

No presente trabalho optou-se por avaliar a atividade 

antifúngica de formulações contendo nistatina em comparação ao 

fármaco livre e obter dados quanto à retenção do mesmo na pele a partir 

de sistemas particulados de cloridrato de quitosana considerados 

promissores para a via de administração cutânea. 
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OBJETIVOS 

 

 

OBJETIVO GERAL 

 

 Desenvolver e caracterizar micropartículas de cloridrato de 

quitosana contendo o fármaco antifúngico nistatina visando aplicação 

tópica. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Caracterizar o fármaco nistatina no estado sólido; 

 

Desenvolver e validar metodologia de doseamento da nistatina 

por cromatografia líquida de alta eficiência; 

 

Desenvolver micropartículas de cloridrato de quitosana 

contendo nistatina através dos métodos de emulsificação/evaporação de 

solvente seguida de secagem por liofilização e de spray drying; 

 

Caracterizar as micropartículas obtidas no estado sólido, 

determinar a eficiência de encapsulação e teor de fármaco desses 

sistemas; 

 

 Avaliar a atividade microbiológica do fármaco livre e associado 

às micropartículas pelo método de microdiluição em caldo para 

determinação da concentração inibitória mínima, bem como a 

concentração fungicida mínima, sendo essa última em ágar; 

 

Realizar avaliação da retenção cutânea da nistatina livre e 

associada às micropartículas em pele de orelha suína através do método 

da câmara de difusão de Franz. 
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1 FUNGOS 

 

Os fungos compõem um grande e diverso grupo de organismos 

com aproximadamente 100.000 espécies descritas. Podem estabelecer 

associações simbióticas ou patógenas aos seus hospedeiros, sendo essa 

última causadora de inúmeras doenças de suma importância econômica 

(MADIGAN et al., 2010). 

Trata-se de um grupo de organismos eucarióticos que possuem 

um núcleo bem definido, podendo ser unicelular (leveduras) ou 

filamentoso (bolores). A classificação desses microrganismos é feita de 

forma taxonômica com base na filogenia fúngica (Figura 1) e, em adição 

a essa classificação, são consideradas também as infecções fúngicas, de 

acordo com os tecidos infectados (Tabela 1) (MURRAY; 

ROSENTHAL; PFALLER, 2006; MADIGAN et al., 2010). 

 

Figura 1 - Filogenia dos fungos 

 
Fonte: Madigan e colaboradores (2010). 

 

 

O grupo de fungos ascomicetos, ao qual pertence o gênero 

Candida, constitui um grupo bastante distinto de fungos, do qual são 

encontrados representantes em ambientes aquáticos e terrestres. Recebe 

esse nome devido à produção de ascos, células onde dois núcleos 

haploides, provenientes de tipos de acasalamento distintos, unem-se e 

Quitridiomicetos
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fundem-se formando um núcleo diploide, o qual sofre meiose, 

originando ascósporos haploides (MURRAY; ROSENTHAL; 

PFALLER, 2006; MADIGAN et al., 2010). 

 

Tabela 1 – Classificação das principais micoses humanas e agentes 

etiológicos 

Superficiais Cutâneas e Subcut. Endêmicas Oportunistas 

Piedra preta Dermatofitoses Blastomicose Aspergilose 

Piedraia hortae Microsporum spp. Blastomyces 

dermatitidis 

Aspergilus 

fumigatus 

Tinea nigra Epidermophyton 

floccosum 

Histoplasmose A. flavus 

Phaeoannelomyc

es Werneckii 

Tinea unguium Histoplasma 

capsulatum 

A. niger 

Pitiriase 

versicolor 

Trichophyton spp. Coccidioidomicose A. terréus 

Malassezia furfur Onicomicoses Peniciliose Candidíase 

Piedra branca Phialophora spp. Penicillium marneffei Candida albicans 

Trichosporon 

spp. 

Candida spp. Paracoccidioidomico

se 

C. glabrata 

 Aspergilus spp. P. brasiliensis C. parapsilosis 

Trichosporon spp.  C. tropicalis 

Geotrichum spp. Criptococose 

Ceratite micótica Cryptococcus 

neoformans 

Fusarium spp. Tricosporonose 

Cromob  

lastomicose 

Trichosporon spp. 

Fonsecaea spp. Hialo-hifomicose 

Fonte: Adaptado de Murray e colaboradores, 2006. 
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1.1 GÊNERO CANDIDA 

 

Isoladas pela primeira vez de um paciente com tuberculose em 

1844, existem mais de 80 espécies do gênero Candida, sendo leveduras 

que apresentam-se em parasitismo na forma de hifas septadas, com 

células leveduriformes no ponto de constrição das hifas (NEUFELD, 

1999; ODDS, 1994). 

Candidíase é a micose causada por fungos desse gênero, em 

especial da espécie Candida albicans, que corresponde a 51,6% dos 

casos e as outras espécies do gênero com potencial patogênico incluem 

C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. lusitanie e C. stellatoidea 

(COUTO; CARLOS; MACHADO, 2011; POUD; DREW; PEFECT, 

2002). A infecção pode ser aguda ou crônica e suas manifestações 

clínicas podem apresentar-se de três formas: mucocutânea, cutânea ou 

sistêmica (MENEZES et al., 2004). 

A forma disseminada da candidíase é rara, e a susceptibilidade à 

infecção está relacionada com alterações no sistema imunológico e 

desequilíbrio da microbiota endógena. Ocorre, principalmente, em 

pacientes terminais com doenças debilitantes, neoplásicas, 

imunossupressivas e após transplantes de órgãos (GROSSI, 2009; 

PEREIRA et al., 2009). Nesses casos, pode atingir diferentes órgãos e 

tecidos, como os pulmões, meninges, rins, bexiga, articulações, fígado, 

coração e olhos (ARAÚJO; SCHACHNER, 2006; KONEMAN, 2008; 

KAUFFMAN et al., 2011). 

Para o tratamento de afecções causadas por espécies do gênero 

Candida, compostos de iodo, violeta de genciana, nistatina (NYS) e 

derivados imidazólicos são as substâncias mais comumente utilizadas 

(BRESCANSIN, 2006). 

 

2. FARMACOS ANTIFÚNGICOS 

 

Os fungos representam problemas especiais para o 

desenvolvimento de quimioterápicos, uma vez que pertencem ao 

domínio Eukarya, portanto, a maior parte das organelas celulares é 

idêntica àquela dos animais e humanos. Dessa forma, os agentes 
antifúngicos que afetam as vias metabólicas dos fungos frequentemente 

afetam as vias correspondentes das células hospedeiras, tornando-os 

tóxicos (MADIGAN et al., 2010). 

Os antifúngicos possuem uma considerável diversidade de alvos 

específicos nas células fúngicas (Tabela 2) e a classificação está 
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relacionada, direta ou indiretamente, com o envolvimento da célula 

(parede e membrana plasmática). Alvos distintos aos relacionados com o 

envolvimento das células fúngicas podem ser bastante promissores para 

biodisponibilidade sistêmica desses agentes (ODSS, 2003). 

Fármacos fungo-específicos, que possuem toxicidade seletiva 

para fungos, vêm exibindo importância crescente desde os anos 70, à 

medida que as infecções fúngicas sistêmicas secundárias sérias em 

indivíduos imunodeprimidos tornaram-se mais prevalentes (MADIGAN 

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

 

Tabela 2 – Agentes Antifúngicos 

 Categoria Alvo Exemplos Uso 

Alilaminas Síntese do 
Ergosterol 

Terbinafina Oral, Tópico 

Antibiótico 
aromático 

Inibidor da 
mitose 

Griseofulvina Oral 

Azóis Síntese do 
Ergosterol 

Clortrimazol 
Miconazol 

Tópico 

  Fluconazol, 

Itraconazol, 
Cetoconazol 
Voriconazol 

Oral 

  Posoconazol 
Ravuconazol 

Experimental 

Inibidor de síntese 

de quinina 

Síntese de 

quinina 

Nicomicina Z Experimental 

Equinocandinas Síntese da 
parede celular 

Caspofungina Intravenoso 

Análogos de ácido 

nucleico 

Síntese de 

DNA 

5-fluorocitosina Oral 

Polienos Síntese do 
Ergosterol 

Anfotericina B 
Nistatina 

Oral, intravenoso 
Oral, tópico 

Polioxinas Síntese de 

quitina 

Polioxina A 

Polioxina B 

Agrícola 

Agrícola 

Fonte: Adaptado de Madigan e colaboradores, 2010. 

 

Os fármacos antifúngicos estão classificados em dois grupos: o 

primeiro, os antibióticos antifúngicos que ocorrem naturalmente, tais 

como os polienos, equinocandinas, e o segundo, os fármacos sintéticos, 

incluindo os azóis, as pirimidinas fluoradas (RANG et al., 2007). 
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2.1. ANTIFÚNGICOS POLIÊNICOS 

 

Os antifúngicos poliênicos são fármacos que possuem como 

mecanismo de ação a ligação na membrana citoplasmática de fungos 

sensíveis resultando na formação de um pequeno “poro químico” que 

resulta em perda do equilíbrio hidroeletrolítico celular (Figura 2). Em 

geral, os antifúngicos poliênicos têm maior afinidade pelo esterol 

fúngico, o ergosterol, que pelo humano, o colesterol (LEIBOVITZ, 

2002). 

São considerados, portanto, fármacos fungicidas e que atuam 

independentemente da etapa do ciclo de crescimento em que o fungo se 

encontra (GRAÇA, 2013). 

 

Figura 2 – Parede célula fúngica 

 
 

Fonte: Odds (2003) 

 

 

Estruturalmente, antifúngicos poliênicos são caracterizados pela 

presença do grupo dos tetraenos, que são polienos que apresentam 

quatro duplas ligações não saturadas em sequência. São considerados 

macrolídeos, devido a sua estrutura grande e cíclica (ZHANG; CAMP; 

ELEWSKI, 2007; TAVARES, 2001). 

Essa classe de fármacos possui como principal vantagem, sobre as 

outras classes de antifúngicos, a ação fungicida e baixa incidência de 

Manose

Proteínas

Β 1:6 glucose

Β 1:3 glucose

Quitina

Parede 

Celular

Bicamada de fosfolipídios com 
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patógenos resistentes, sendo dependentes apenas da presença de esteróis 

na membrana das células sensíveis (BOLARD, 1986). 

A anfotericina B (AnfB), principal representante dessa classe, é 

amplamente utilizada em tratamentos de infecções sistêmicas como 

meningite causada por Cryptococcus, infecções invasivas e zygomicoses 

(HECTOR, 2005).  

Um grande problema associado ao uso de fármacos dessa classe, 

por via oral, está relacionado aos efeitos colaterais intensos que podem 

trazer, incluindo nefrotoxicidade (níveis de reatinina no sangue devem 

ser acompanhados durante o tratamento com AnfB intravenosa) e 

toxicidade para células mamárias (ODDS, 2003).  

Dentro desta classe de fármacos, destacam-se a AnfB e a NYS, 

antifúngicos de aplicação, normalmente, tópica que também são 

utilizados em infecções por Candida (GRAÇA, 2013; RANG et al., 

2007). 

 

 

2.1.1 Nistatina 

 
A nistatina (NYS) (C47H75NO17) ou fungicidina (massa molar 

926,13 g/mol) (Figura 3) foi descoberta em 1950 por Hazen e Brown da 

divisão de laboratórios e pesquisa do departamento de saúde do Estado 

de Nova York, Estados Unidos da América (HAZEN; BROWN, 1950; 

MICHEL, 1972).  

Apesar de ser um fármaco que está disponível há mais de 50 anos 

no mercado, seu uso recente está associado ao aumento de casos de 

candidíases em pacientes imunocomprometidos, como em pacientes 

com neoplasias, AIDS e outras desordens sistêmicas (GROESCHKE et 

al., 2006; SHIP et al., 2007) 

O fármaco consta na Relação Nacional de Medicamentos 

Essenciais (BRASIL, 2013) sob a forma de suspensão oral para o 

tratamento de infecções fúngicas de forma tópica e anti-infectante ou 

como semissólido em associação com óxido de zinco para tratamento de 

dermatite aguda.  

Existem também medicamentos comerciais que contêm NYS na 

forma de semissólidos para candidíase vaginal, cutânea e oral, sendo 
essa última para infecções apenas no trato gastrintestinal superior 

(BULÁRIO, 2014). 

Extraído através de um processo de fermentação de cultura de 

Streptomyces albidus e S. noursei, o fármaco NYS consiste na mistura 

de duas ou mais substâncias relacionadas e ativas biologicamente, 
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designados como A1, A2 e A3 (POROWSKA et al., 1972; MICHEL, 

1972). O principal componente do complexo é o composto A1 (Figura 

3), que apresenta em sua estrutura um amino açúcar (D-micosamina) 

ligado ao oxigênio do carbono 19 (BRESCANSIN, 2006).  

 A solubilidade desse fármaco é bastante limitada, sendo 

classificado como insolúvel em água, etanol, clorofórmio, porém 

bastante solúvel em dimetilformamida (DMF) e dimetilsufóxido 

(DMSO) (MARTINDALE, 1999; TAVARES, 2001; TALLURY et al., 

2007; F.BRAS, 2010) 

 Apresenta-se na forma de pó higroscópico, de coloração 

amarela a marrom claro e odor semelhante a de cereais. Quando em 

suspensão aquosa a 3% (p/v) possui pH entre 6,0 e 8,0. Calor, luz e 

presença de oxigênio aceleram sua decomposição, mais fortemente 

quando em solução ou suspensão, pois começa a perder sua atividade 

logo após o preparo. Dessa forma, seu acondicionamento deve ser feito 

em recipiente hermeticamente fechado, protegido da luz e em 

temperatura em torno de 2 a 8 ºC (INDEX MERCK, 2006; 

MARTINDALE, 1999; GROESCHKE et al., 2006; USP 30, 2007). 

  

Figura 3 - Estrutura química da nistatina 

 

Possui ampla atividade fúngica, de ambas as formas, fungicida 

e/ou fungistática, no tratamento de infecções fúngicas mucocutânea 
causadas por Candida albicans, C. parapsilosis, C. krusei e C. tropicalis 

(KARIYUAMA et al., 2005). Apresenta amplo espectro de ação 

antifúngica in vitro, inclusive mais amplo do que o principal membro 
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dessa classe de fármacos, AnfB, pois a atua em fungos AnfB resistentes 

(GROLL et al., 1999). 

 Apesar de ser extremamente ativa contra Candida albicans, o uso 

de NYS é limitado à via tópica, pois pertence à classe IV no Sistema de 

Classificação Biofarmacêutica (SCB),ou seja, possui baixa solubilidade 

e permeabilidade se administrado via oral, e, aditivamente, devido à alta 

toxicidade apresentada quando administrada via parenteral 

(KOROLKOVAS; FRANÇA, 2002). Sua absorção é bastante 

insignificante quando em pele intacta, membranas mucosas ou trato 

gastrintestinal (ZHANG; CAMP; ELEWSKI, 2007; BENNETT, 1993). 

Os efeitos adversos, quando usada na forma tópica, são incomuns, 

podendo ocorrer episódios de náuseas, vômitos e diarreias. Reações 

alérgicas são raras (TAVARES, 2001; GILMAN; HARDMAN; 

LIMBIRD, 2003; GARTY, 1991; WASILEWSKI, 1970). 

Apesar de já existirem trabalhos com formulações contendo 

NYS, na sua maioria de natureza lipossômica, as características de 

solubilidade e permeabilidade ainda são objeto de estudo para promover 

melhorias (ALONSO-VARGAS et al., 2000; WALLACE et al., 1999; 

MEHTA, 1987), uma vez que pesquisas relacionados à caracterização 

físico química e desenvolvimento de formulações contendo NYS são 

ainda muito pouco relatadas. 

 

 

3. SISTEMAS MICROPARTICULADOS 

 
A microencapsulação consiste em uma tecnologia de 

encapsulação de materiais, sejam eles líquidos, sólidos ou gasosos, que 

vem sendo amplamente utilizada para promover, principalmente, a 

vetorização de fármacos, como alternativa para a melhoria da qualidade 

de produtos farmacêuticos (CAVALCANTI; BUTTOW, 1999; 

ROSINA; BARONI; CAVALCANTI).  

De uma forma geral, esses sistemas proporcionam inúmeros 

benefícios tais como o aumento da biodisponibilidade de ativos, bem 

como solubilidade, liberação modificada de fármacos e proteção da 

mólecula frente a fatores como calor, umidade (DATE; JOSHI; 

PATRAVALE, 2007). 
A forma como ocorre a encapsulação dos ativos é que classifica 

os sistemas como: microesferas, sistemas matriciais nos quais o fármaco 

encontra-se disperso de forma uniforme e/ou dissolvido numa rede 

polimérica; ou microcápsulas, sistemas reservatórios constituídos por 
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um núcleo rodeado por membrana ou revestimento (SILVA et al., 2003; 

LIU et al., 2006; DESAI; PARK, 2005). 

Trata-se de sistemas micrométricos (1-100 µm) capazes de 

promover liberação modificada de ativos (FREITAS; MERKLE; 

GANDER, 2005). 

A liberação de fármacos desses sistemas é dependente de 

muitas características dos mesmos, tais como o peso molecular, a 

lipofilicidade e o grau de ionização. Intrinsicamente relacionada está a 

via de administração. Com intuito de realizar administração tópica 

desses sistemas, por exemplo, fatores como o estado físico e grau de 

hidratação do estrato córneo devem ser levados em consideração 

(FÖRSTER et al., 2009; MIHRANYAN; FERRAZ; STROMME, 2011). 

 A exemplo disso, Baras e colaboradores (2000) propuseram um 

método de encapsulação de antígenos com derivados do ácido 

poli(lático-co-glicólico) e diferentes perfis de liberação e, 

consequentemente, variáveis na indução da resposta imunológica foram 

observadas. Essas diferenças foram justificadas pelos autores com base 

no tamanho das partículas obtidas, na taxa de degradação dos polímeros 

utilizados, bem como no peso molecular dos mesmos. 

 Sistemas nano/microparticulados têm sido muito produzidos 

para encapsular antifúngicos, com o objetivo de modificar a 

farmacocinética dos mesmos, resultando em tratamentos mais eficientes 

e com menos efeitos (GRATIERI, 2010).  

Dentre os antifúngicos estudados, além da NYS, destacam-se o 

voriconazol (PENG et al., 2008), AnfB (SINGH; TIWARY; RANA, 

2013; ESPUELAS et al., 2002; AMARAL et al., 2009), fluconazol 

(GRATIERI, 2010) e itraconazol (CHOI et al., 2009). 

 

3.1 TÉCNICAS DE PREPARO DE MICROPARTÍCULAS 

 

 A vetorização de fármacos, como alternativa para melhoria de 

propriedades farmacêuticas, vem sendo muito explorada. Buscam-se 

alternativas para promoção de aumento, principalmente nas 

características relacionadas à solubilidade e permeabilidade de 

diferentes ativos onde a microencapsulação vem se mostrando muito 

eficiente nesse quesito (ROSINA; BARONI; CAVALCANTI, 2004). 
Os diferentes métodos de preparação permitem encapsular 

fármacos com características tanto hidrofílicas quanto lipofílicas, 

conferindo grande variedade de aplicações terapêuticas (VILOS; 

VELASQUEZ, 2012). 
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Diversos são os métodos físico-químicos de obtenção de 

sistemas microparticulados, tais como, coacervação simples ou 

complexa, polimerização interfacial, emulsificação seguida da 

evaporação do solvente, spray drying, fluido supercrítico, dentre outras 

(AGNIHOTRI et al., 2004; BENITA, 2006; PIRES REIS et al., 2006; 

SINHA et al., 2004). 

Características físico-químicas como morfologia e tamanho das 

micropartículas, estão estritamente relacionadas aos parâmetros e 

condições no método de obtenção das mesmas, consequentemente, à 

encapsulação e liberação de ativos (ANDRÉ-ABRANT; TAVERDET; 

JAY, 2001; LI ROUAUD; PONCELET, 2008). 

Para a escolha da técnica mais apropriada, deve-se levar em 

consideração requisitos como a manutenção da estabilidade e atividade 

do ativo que se pretende encapsular, bem como taxa de encapsulação da 

técnica e reprodutibilidade da mesma (WISCHKE; SCHWENDEMAN, 

2008).  

Um método de secagem que vem sendo amplamente utilizado, 

tanto na indústria farmacêutica, quanto em outros segmentos industriais, 

é o spray drying. Trata-se de um processo rápido e eficiente, aplicável 

em grandes escalas e que, além do processo de desidratação, é utilizado 

também para encapsular ativos em tamanhos micrométricos 

(JACKSON; LEE, 1993; OLIVEIRA et al., 2008). 

O método de atomização por spray drying (Figura 4), trata-se 

de um processo de secagem de pós a partir de suspensões aquosas ou 

orgânicas por meio de um gás aquecido que promove a secagem das 

gotículas da formulações quando aspergidas pelo aparelho, onde o 

fármaco é incorporado juntamente ao material revestidor solubilizado ou 

fundido. A técnica tem por finalidade produzir grânulos que podem 

apresentar diferentes morfologias que variam de esferas, agulhas, roscas 

a grânulos alongados ou achatados (VALGAS, 2007).  

A rápida evaporação da água permite manter a temperatura das 

partículas reduzida, de maneira que esse não seja um aspecto que afete a 

estabilidade do ativo (RATTES; OLIVEIRA, 2007). 

Diferentes parâmetros de secagem em spray dryer foram 

avaliados e modificados por He e colaboradores (1999) e dentre os 

testados, o tamanho do diâmetro da agulha de aspersão foi o que 
apresentou influência mais significativa sob o tamanho das partículas 

obtidas. 

 

 

 



39 

 

Figura 4 – Desenho esquemático do spray dryer 

 
Fonte: Adaptado de Chan e colaboradores (2003) 

 

 

3.1.2 Cloridrato de quitosana 

 

 A quitosana (QTS) é obtida a partir da desacetilação, em meio 

alcalino, da quitina, polímero natural extraído do exoesqueleto de 

crustáceos, insetos e alguns fungos (AGNIHOTRI et al., 2004; SINHÁ 

et al., 2004; MOURYA; INAMDAR, 2008; LARANJEIRA; FAVERE, 

2009). 

 Trata-se de um polieletrólito catiônico, ou seja, é portadora de 

sítios iônicos que desenvolvem cargas positivas quando dissolvido em 

solvente apropriado. Pode sofrer processo de purificação para obtenção 

de formas salinas hidrofílicas e, em geral, solúveis em água à 

temperatura ambiente (CAMPANA FILHO; SIGNINI, 2001) 

 Dessa maneira, sais purificados de QTS podem ser facilmente 

obtidos, resultando em materiais hidrossolúveis, que vêm sendo 

largamente aplicados no ramo industrial farmacêutico e cosmético 

(GOOSEN, 1997; CAMPANA FILHO; DESBRIÈRES, 2000). 

 Dentre as diversas formas de purificação desse polímero na 

forma de sal, o cloridrato de quitosana (Cl.QTS) (Figura 5) tem se 

mostrado a forma mais hidrofílica que o acetato ou a forma neutra da 

QTS, por exemplo (CAMPANA FILHO; SIGNINI, 2001). 
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Figura 5 – Estrutura do cloridrato de quitosana

 
Fonte: Geremias, 2006 

 

 

 He e colaboradores (1999) avaliaram a influência de diferentes 

fatores no preparo de micropartículas de Cl.QTS contendo cimetidina 

por spray drying. Dentre eles, diferentes concentrações de polímero 

foram testadas e, quanto mais Cl.QTS havia na solução inicial, maiores 

os tamanhos de partículas obtidos. 

Um significativo aumento na taxa de liberação de 

carbamazepina foi promovido por formulações de micropartículas de 

Cl.QTS, produzidas pela técnica de spray drying, independentemente da 

taxa de proporção fármaco:polímero analisada, sob a qual cerca de 90 a 

100% de carbamazepina foi liberada em menos de 2 h de análise, 

enquanto que o fármaco livre apresentou um perfil de dissolução de 

menos de 60% em 3 h (GAVINI et al., 2006). 

 

3.3 APLICAÇÃO TÓPICA DE MICROPARTÍCULAS 

 

 A administração de fármacos topicamente pode ser promovida 

por aplicação dos mesmos em áreas como a pele, olhos, região bucal e 

pulmões, para efeitos locais e sistêmicos. Quando os ativos atravessam 

as diversas barreiras da pele e alcançam a circulação, tem-se as terapias 

transdérmicas (PRAUSNITZ; MITRAGOTRI; LANGER, 2004). 

Recentemente, diversos pesquisadores vêm buscando novas 

alternativas tecnológicas e de sistemas diferenciados para veiculação de 
fármacos por via tópica, com o intuito de promover uma liberação 

simples, rápida e de tratamento eficaz (LABOUTA; EL-KHORDAGUI, 

2010). 

De uma forma geral, as preparações dermatológicas são 

indicadas para que se concentrem nas camadas superficiais da pele, 
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possibilitando um efeito local (é o caso do que vem sendo utilizado 

comercialmente com antibióticos, antifúngicos, corticoide, retinóides, 

entre outros) (FÖRSTER. et al., 2009).  

 Os promotores de permeação são agentes amplamente 

utilizados para facilitar o transporte de fármaco através de mecanismos 

que envolvem características como o aumento da solubilidade de 

fármacos, da atividade termodinâmica, da fluidez dos lipídeos do estrato 

córneo, ou promovendo a partição, dentre outros mecanismos 

(MITRAGOTRI, 2000; THONG; ZHAI; MAIBACH, 2007). 

 As técnicas de nano/microencapsulação são utilizadas para 

promover o transporte facilitado de ativos através da pele e mucosas, 

pois, independente do método de obtenção, geralmente é utilizado um 

promotor de permeação, seja ele de natureza lipídica ou polimérica 

(SEZER; CEVHER, 2012). 
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CAPÍTULO 2: Caracterização em estado sólido da nistatina 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 A caracterização no estado sólido de insumos farmacêuticos é 

etapa essencial para definição e avaliação de propriedades físico-

químicas dos mesmos, principalmente na área de pesquisa e 

desenvolvimento de novos medicamentos, para assegurar a eficácia, 

segurança e qualidade do produto final (BYRN; XU; NEWMAN, 2001; 

STEPHENSON; FORBES; REUTZEL-EDENS, 2001).  

A necessidade de rever e aprimorar a especificação ou 

caracterização de fármacos é iminente, de modo que apenas os testes 

descritos em farmacopeias e compêndios oficiais, não são suficientes 

para evidenciar diferenças sutis entre as matérias-primas. 

Tendo em vista a complexidade da composição da NYS, que é 

produzida através de um processo de fermentação a partir do qual 

obtém-se três componentes (A1, A2 e A3), a caracterização da mesma 

torna-se primordial. 

Além do mais, essa etapa serve para estabelecer parâmetros de 

controle de processo, uma vez que se trata de um fármaco instável na 

presença de luz, calor e oxigênio (STEFANOVIC et al., 2012). 

Neste contexto, este capítulo objetiva a caracterização da 

matéria-prima NYS, visando à identificação das características físico-

químicas da amostra. 
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2. METODOLOGIA 

 

2.1 MATERIAIS 

 

Matéria-prima comercial NYS, obtida através da Galena 

Distribuidora de Produtos Químicos LTDA, Campinas-SP, Brasil, lote 

1105002506. 

 

2.2 CARACTERIZAÇÃO FÍSICO-QUÍMICA DE NYS NO ESTADO 

SÓLIDO 

 

2.2.1Difração de raios X de pó (DRX) 

 

 O padrão de DRX de NYS foi obtido em difratômetro θ-θ (D2 

Phaser, Bruker), com uma radiação de cobre K (λ = 1.5418 Å), operando 

em uma corrente de 10 mA e voltagem de 30 kV. A detecção foi 

realizada através de um detector contador de cintilação unidimensional 

(LYNXEYE). As medidas foram obtidas à temperatura ambiente, 

através de varredura angular de 2θ na faixa de 5° a 50°, com step 

angular de 0.091º. 

 

2.2.2 Calorimetria Exploratória Diferencial (DSC) 
 

As curvas DSC foram obtidas em célula DSC-60 (Shimadzu, 

Kioto, Japão) utilizando cadinhos de alumínio fechados hermeticamente, 

contendo aproximadamente 2 mg de amostra. A faixa de temperatura 

analisada foi de 40 a 250 °C, a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min e 

sob atmosfera dinâmica de N2 de 100 mL/min. A célula de DSC foi 

previamente calibrada com padrão de referência índio (ponto de fusão: 

156,6 °C, ΔHfusão = -28,54 J/g) e zinco (ponto de fusão 419,5 °C). Os 

dados obtidos foram processados em software TA-60. 

 

2.2.3 Termogravimetria (TG) 
 

 A termogravimetria (TG) foi realizada em termobalança TGA-

50, utilizando cadinho de platina com aproximadamente 3 mg de 
amostras analisadas a razão de aquecimento de 10 °C/min, na faixa de 

30 a 900 °C, sob atmosfera dinâmica de N2 de 50 mL/min. O 

equipamento foi previamente calibrado com padrão de oxalato de cálcio, 

com pureza de 99,99%. Os dados foram processados em software TA-

60. 
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2.2.4 Espectroscopia na região do infravermelho (IV) 

 

 Os espectros IV foram obtidos em equipamento Frontier FT-

IR/NIR (PerkinElmer, Brasil) na faixa de 4000 e 515 cm
-1

, com uma 

média de 10 scans por análise. 

 

2.2.5 Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 
 

 As análises de microscopia foram realizadas na Central de 

Microscopia (CMI), do Complexo de Centrais de Apoio à Pesquisa 

(COMCAP), da Universidade Estadual de Maringá. As fotomicrografias 

da NYS foram obtidas em microscópio eletrônico de varredura 

Shimadzu SS-550. As amostras foram fixadas em suporte específico e 

revestidas com ouro. 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
3.1 DIFRAÇÃO DE RAIOS X DE PÓ (DRX) 

 

A Figura 6 mostra o difratograma obtido por DRX para a 

matéria-prima nistatina. Apesar do alargamento na linha de base, que 

sugere um leve grau de amorfização da amostra, o difratograma obtido 

confirma o caráter cristalino da NYS, com picos característicos em 

8,19°; 8,82°; 13,72°; 16,39°; 19,68° e 20,3°. Estes resultados confirmam 

dados previamente relatados em literatura referentes ao perfil cristalino 

de NYS (SAKEER et al., 2010b). 

 

 

Figura 6 – Difratograma de pó da nistatina 
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3.2 CALORIMETRIA EXPLORATÓRIA DIFERENCIAL (DSC) 

 

As técnicas termoanalíticas, na caracterização de amostras, 

fornecem resultados de pureza, fusão e compatibilidade de 

componentes. 

Na Figura 7, tem-se curva de aquecimento por DSC da amostra 

de NYS apresentando um pico endotérmico, largo e único em 168,77 

°C, correspondente à temperatura de fusão da nistatina, conforme dados 

previamente relatados (BRESCANSIN; PORTILHO; PESSINE, 2013). 

O alargamento do pico pode indicar que trata-se de uma mistura 

de NYS A1, A2 e A3, ou pela possibilidade da decomposição gradual 

fármaco ter ocorrido acima de 160 ºC sem fundir (MICHEL, 1972).  

A presença de um único pico evidencia a prevalência de um 

composto (A1), normalmente o mais abundante na mistura, 

caracterizando a presença de uma única estrutura cristalina para a 

amostra, com ausência de polimorfos (BRESCANSIN, 2006). 

 

Figura 7 – Curva de DSC da nistatina 
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3.3 TERMOGRAVIMETRIA (TG) 

 

A curva TG da amostra de NYS está ilustrada na Figura 8. A 

perda de massa de NYS ocorreu de forma gradual em mais de uma etapa 

de degradação, iniciando em 90 ºC com a primeira etapa, que pode estar 

relacionada à água por se tratar de um fármaco higroscópico, mantendo-

se até o fim da análise (900 °C).  

De acordo com a DTG da amostra, após a perda de água 

residual, a curva apresenta dois eventos principais de decomposição no 

intervalo analisado (30 a 900 °C), o primeiro na região entre 178,83 ºC e 

186,09 ºC (Δm = 10,52%) e o segundo, uma etapa não muito bem 

definida, mas que compreende a região entre 209,80 ºC e 520,20 ºC (Δm 

= 61,60%). 

O perfil obtido de perda de massa em função do aumento da 

temperatura obtido para NYS é bastante semelhante ao resultado obtido 

por Brescansin (2006) com outras amostras para o mesmo fármaco e por 

Koontz e colaboradores (2003) em estudo realizado com o antifúngico 

natamicina, pertencente à mesma classe que a NYS, o que comprova o 

comportamento característico dessas moléculas. 

 

Figura 8 – Curva de TG da nistatina 
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3.4 ESPECTROSCOPIA NA REGIÃO DO INFRAVERMELHO (IV) 

 

 O espectro e as bandas características da NYS encontram-se na 

Figura 9 e são descritos na Tabela 3. O espectro apresenta bandas 

características do fármaco, descritas anteriormente também por 

Stefanovic e colaboradores (2012) e por Silverstein, Webster e Kiemle 

(2005). 

 

Figura 9 - Espectro no infravermelho de nistatina 

 

 
 

 

 

Tabela 3 - Frequências de absorção características das vibrações de 

ligação da matéria-prima nistatina 

 

Frequência (cm
-1

) Modo vibracional 

847,54 Duplas ligações CH=CH 

1063,37 Estiramento simétrico de CH3 

1397,29 Deformação simétrica de CH3 

1574,73 Íon Carboxilato 

1703,60 Lactona 

2929,44 Estiramento assimétrico de CH2 

3379,04 Estiramento NH, OH 
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3.5 MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA (MEV) 

 

 As fotomicrografias obtidas através de MEV (Figura 10) 

comprovam a característica cristalina da amostra de NYS, 

complementarmente ao que fora analisado através da técnica de DRX. 

 

 

Figura 10 – Fotomicrografias da nistatina em magnitudes de 1000 x (a) e 

3000 x (b) 
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4 CONCLUSÕES  

 

 A caracterização físico-química da matéria-prima foi realizada 

através de diferentes técnicas analíticas e os resultados obtidos foram 

comparados com as especificações da literatura. 

Por se tratar de um fármaco pertencente a uma classe de 

antifúngicos que possuem, além do mecanismo de ação, estruturas 

químicas bastante semelhantes, os resultados obtidos foram também 

comparados aos dados da literatura relacionados à caracterização de 

outros fármacos pertencentes à mesma classe. 

O espectro na região do infravermelho foi primordial nessa 

etapa, pois, por se tratar de uma técnica bastante simples e rápida, pode-

se compará-lo às bandas características do fármaco obtidas em diversos 

outros trabalhos realizados anteriormente. 

A curva termogravimétrica mostra o comportamento 

característico da classe de fármacos à qual a NYS pertence, com perfil 

de perda de massa que ocorre de forma gradual e em várias etapas.  

Através da técnica de DSC pode-se inferir que, apesar de tratar-

se de uma mistura de compostos (A1, A2 e A3), característica essa 

observada através do alargamento no evento endotérmico, existe um 

composto majoritário no lote analisado, supostamente A1, por 

apresentar um único evento de fusão. 

Sendo assim, pode-se concluir que a amostra de NYS possui 

característica cristalina, baseando-se no evento único de fusão obtido 

(próximo a 160 ºC), reflexões características no difratograma e 

fotomicrografias. 
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CAPÍTULO 3: Desenvolvimento e validação de método analítico 

por cromatografia líquida de alta eficiência  

para quantificação de nistatina em micropartículas poliméricas de 

cloridrato de quitosana e em amostras de pele 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Durante as diversas fases do desenvolvimento farmacêutico, 

seja na produção ou no controle de qualidade, a identificação e 

quantificação da amostra são requeridas. Para tal, métodos analíticos são 

desenvolvidos e validados com o intuito de atestar que os resultados 

obtidos são precisos, exatos, específicos e confiáveis, para a finalidade 

planejada (ICH, 2005; STÖCKL; D‟HONDT; THIENPONT, 2009). 

O método analítico farmacopeico para NYS, bem como para 

outros antimicrobianos, é bastante limitado e realizado sob o ponto de 

vista apenas microbiológico, ou seja, relacionado à potência do fármaco, 

fator limitante no que diz respeito à quantificação dessas amostras.  

Com base nisso, este capítulo apresenta os resultados obtidos no 

desenvolvimento e validação de método analítico que será utilizado para 

quantificar NYS nas formulações, em amostras de pele de orelha suína 

(para cuja finalidade será posteriormente revalidado), bem como para 

monitorar a integridade da amostra frente a possíveis degradações 

durante o processo. 

  

 

  



56 

 

2 METODOLOGIA 

 

2.1 MATERIAIS 

 

Matéria-prima comercial de NYS foi obtida através da Galena 

Distribuidora de Produtos Químicos LTDA, Campinas-SP, Brasil, lote 

1105002506. 

Todos os reagentes utilizados possuem grau analítico. A água 

ultrapura foi obtida por sistema gradiente Milli-Q (Millipore, Estados 

Unidos). 

 

2.2 DESENVOLVIMENTO DE MÉTODO ANALÍTICO POR 

CROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE ALTA EFICIÊNCIA (CLAE) 

 

 As análises de CLAE foram realizadas em cromatógrafo 

Shimadzu LC 10A (Kyoto, Japão), equipado com bombas LC-10AD, 

degaseificador DGU-14A, detector UV/VIS de comprimento de onda 

variável (fixado em 305 nm) SPD-10AV, unidade controladora de 

sistema SCL-10AVP e auto injetor Jasco AS-2055 Plus. As áreas 

obtidas foram integradas automaticamente pelo software Shimadzu 

Class VP
®
 versão 6.12. 

 A quantificação de NYS foi realizada em fase reversa utilizando 

uma coluna analítica Phenomenex (Torrance, Estados Unidos) Gemini 

C18 (250 mm x 4,6 mm x 5 µm), mantida a temperatura ambiente (25 

ºC) e protegida por pré-coluna C18 (4,0 mm x 3,0 mm). A fase móvel foi 

composta isocraticamente por acetonitrila (ACN): solução aquosa de 

EDTA dissódico 0,025 mM (37:63, v/v), em fluxo de 1,0 mL/min. O 

volume de injeção da amostra foi de 20 µL, após filtração em filtros de 

membrana de 0,45 µm. 

 

2.3 PREPARO DAS SOLUÇÕES PADRÃO 

 

A solução estoque do fármaco foi preparada pesando-se 25 mg 

de matéria-prima NYS e transferindo-a, cuidadosamente, para um balão 

de 25 mL, sofrendo posterior dissolução em 1% de DMF e com o 

volume completado em proporções de ACN: EDTA dissódico 0,025mM 
iguais as da fase móvel, para obtenção de 1000 μg/mL. 

As soluções padrão de trabalho foram preparadas diariamente 

através da diluição das soluções estoque até a concentração de 10 μg/mL 

de NYS com ACN: EDTA dissódico 0,025mM (37:63, v/v). 
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As amostras de formulação branca foram obtidas por meio do 

mesmo processo de extração de NYS que fora aplicado às amostras que 

continham o fármaco, método de lavagem com solventes (DMF e água 

purificada), posteriormente foi realizada a diluição em fase móvel e 

ambas amostras foram filtradas em filtro de membrana de náilon de 0,45 

μm. 

 

 

2.4 VALIDAÇÃO ANALÍTICA DO MÉTODO DE 

QUANTIFICAÇÃO DE NYS POR CLAE 

 

 A validação do método analítico foi realizada de acordo com os 

procedimentos descritos no guia ICH Q2R1que descreve a validação de 

procedimentos analíticos (ICH, 2005) e na resolução da ANVISA RE nº 

899 de 29 de maio de 2003 (BRASIL, 2003). O método foi validado 

para quantificação de NYS em micropartículas nos seguintes 

parâmetros: linearidade, limite de detecção e quantificação, robustez, 

especificidade, precisão, exatidão. 

 

2.4.1 Linearidade, limite de detecção (LD) e limite de quantificação 

(LQ) 

 

 A linearidade do método foi determinada por meio de três 

curvas de calibração analíticas independentes em oito níveis de 

concentração variando de 0,1 a 20 μg/mL de NYS. As análises foram 

realizadas em triplicata e a média das áreas obtidas foi plotada contra as 

concentrações teóricas para obter a curva analítica. O método dos 

mínimos quadrados foi aplicado para obter a equação de calibração e o 

coeficiente de correlação (r), a curva média foi obtida por regressão 

linear. 

 Os valores de LD e LQ, apesar de não serem exigidos para 

quantificação de fármacos, foram determinados para posteriores análises 

das amostras. Esses limites foram estabelecidos através da curva 

analítica levando-se em consideração o desvio padrão da resposta (σ) e 

o coeficiente angular (S), obtidos através da equação da reta média, 

demonstrado nas equações 1 e 2, LQ e LD, respectivamente. 

 

LQ = (10 σ) / S        (1) 

 

LD = (3,3 σ) / S       (2) 
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2.4.2 Especificidade 

 

 A especificidade de um método baseia-se na habilidade em 

determinar o analito na presença de seus excipientes, impurezas e 

produtos de degradação.  

As micropartículas brancas, utilizadas para comprovar a 

especificidade do método, foram obtidas através de suspensões de 

Cl.QTS submetidas ao processo de secagem em spray dryer e 

liofilizador.  

A influência do polímero foi avaliada por meio da injeção de 

uma solução da formulação sem o fármaco (branca) e analisadas nas 

mesmas condições experimentais das amostras contendo fármaco. 

 

 

2.4.3 Precisão 
 

 A precisão do método analítico foi determinada a partir da 

repetibilidade (intradia) e da precisão intermediária (interdia). A 

repetibilidade foi avaliada pela determinação de seis análises da mesma 

concentração de NYS (10 µg/mL), no mesmo dia e sob as mesmas 

condições, enquanto que a precisão intermediária foi realizada a partir 

de análises da mesma concentração de fármaco em três dias diferentes, 

intradia e interdias. As medidas foram realizadas em triplicata e 

expressas como desvio padrão relativo (DPR) (%). 

 

 

2.4.4 Exatidão 

 

 A exatidão foi definida pela recuperação de quantidades 

conhecidas de NYS de 8, 10 e 12 µg/mL, correspondendo a 80, 100 e 

120% da concentração de injeção, adicionadas a suspensões de 

micropartículas brancas, analisadas em triplicata. A exatidão foi 

calculada como sendo a diferença percentual de recuperação entre a 

concentração experimental média e a concentração teórica em cada 

nível. 

 

2.4.5 Robustez 

 

 A robustez do método foi avaliada por meio de variações no 

comprimento de onda (303, 305 e 307 nm), volume de injeção da 
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amostra (19, 20 e 21 µL) e temperatura do forno (20, 25 e 30 °C). As 

amostras submetidas a essas condições foram analisadas em triplicata. 

 
2.5 REVALIDAÇÃO ANALÍTICA DO MÉTODO PARA 

QUANTIFICAÇÃO DE NYS EM AMOSTRAS DE PELE 

 
 O método analítico proposto, utilizado para quantificação de 

NYS nas formulações, foi revalidado de acordo com a ICH (2005) 

através das análises dos parâmetros de especificidade, linearidade, LD, 

LQ e exatidão. 

 

2.5.1 Linearidade, LD e LQ 

 

 Conforme descrito anteriormente, a linearidade do método foi 

determinada através de três curvas de calibração de oito concentrações 

de NYS que variam entre 0,1 e 20 μg/mL. Os resultados das análises, 

em triplicata, e a média das áreas obtidas foram plotados contra as 

concentrações teóricas para obtenção da curva analítica.  

Em seguida, aplicou-se o método dos mínimos quadrados para 

obter a equação de calibração e o coeficiente de correlação (r), a curva 

média foi obtida por regressão linear, através da qual se determinou os 

valores de LD e LQ, levando-se em consideração o desvio padrão da 

resposta (σ) e o coeficiente angular (s), conforme as equações 1 e 2. 

  

2.5.2 Especificidade 
 

 Para confirmar a especificidade do método, uma solução 

contendo apenas pele foi analisada, após período de extração de 

proteínas (24 h em MeOH), nas mesmas condições experimentais das 

amostras contendo NYS. 

 

2.5.3 Exatidão 
 

 Para análise da exatidão do método analítico, as amostras de 

pele foram contaminadas com quantidades conhecidas de NYS de 8, 10 

e 12 µg/mL, correspondendo a 80, 100 e 120% da concentração de 

injeção e analisadas em triplicata. A exatidão foi calculada a partir do 

percentual de recuperação do fármaco. 

 

2.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
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A análise estatística dos dados foi conduzida através de análise 

de variância ANOVA, nos  quais  resultados  significativos  apresentam 

probabilidade menor do que 5% (p  < 0,05 com intervalo de confiança 

de  95 %).  A avaliação estatística dos resultados foi realizada no 

software MS Excel
®
. 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1 DESENVOLVIMENTO DO MÉTODO ANALÍTICO POR CLAE 

 
 Considerando que a matéria-prima NYS pode ser composta de 

uma ou mais substâncias (A1, A2, A3), conforme mencionado 

previamente, várias condições cromatográficas foram propostas para que 

apenas a forma majoritária (A1) fosse quantificada na análise.  

Diversas composições de fase móvel foram testadas, variando 

proporções de diferentes tampões, ACN, água e metanol (MeOH), taxas 

de fluxo e temperatura de forno.  

A taxa de fluxo e adição do EDTA foram aplicadas com base 

no trabalho de Cione, Liberale e Silva (2010) e a proporção utilizada 

desse tampão e ACN diminuiu o tempo de retenção do fármaco, 

tornando, consequentemente, o tempo da corrida cromatográfica curto e 

de fácil reprodução. O ajuste da temperatura a 25 °C foi mantido às 

condições ambientes para manter a estabilidade do fármaco. 

 

 

3.2 VALIDAÇÃO ANALÍTICA DO MÉTODO DE 

QUANTIFICAÇÃO DE NYS POR CLAE 

 

3.2.1 Linearidade, LD e LQ 
 

 A avaliação da linearidade demonstrou que a NYS apresentou 

uma correlação linear na faixa de 0,1 a 20 µg/mL. A equação da reta 

média foi y = 48243x - 780,4, onde x refere-se à concentração em 

µg/mL e y corresponde à área do pico em volts e coeficiente de 

correlação de 0,9999, conforme Figura 11.  

Os dados foram avaliados por meio de análise estatística 
ANOVA, a qual demonstrou regressão linear significativa (p < 0,05) e 

desvio da linearidade não significativo (p < 0,05). 
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Figura 11 - Curva de calibração média da nistatina obtida por 

cromatografia líquida de alta eficiência a 305 nm, com sua respectiva 

equação da reta e coeficiente de correlação (R²) 

 

 
 

 

 Os valores de LQ e LD foram de 0,076 e 0,025 µg/mL, 

respectivamente, garantindo a sensibilidade do método em valores 

abaixo do primeiro ponto da curva de calibração. 
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3.2.2 Especificidade 

 

 A Figura 12 apresenta os cromatogramas da solução de fármaco 

a 10 µg/mL (Figura 12a) e formulações brancas: liofilizada (L0) (Figura 

12b) e obtida por spray drying (S0) (Figura 12c). 

Diferença entre os cromatogramas é observada aos 4,2 min de 

análise, através da presença de um pico na amostra liofilizada 

inexistente na amostra obtida por spray drying, o qual pode estar 

atribuído ao Tween
®
 nessas amostras. 

O resultado exposto mostra que o método é específico e que não 

houve sobreposição ou interferência dos excipientes com o pico da 

NYS, no comprimento de onda de 305 nm. 

 

Figura 12 – Cromatogramas obtidos da matéria-prima nistatina em sua 

concentração de injeção (10 µg/mL) (a); micropartícula branca obtida 

por liofilização [L0] (b) e micropartícula branca obtida por spray drying 

[S0] (c) 
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3.2.3 Precisão 

 

 Os resultados de precisão interdia e intradia estão descritos na 

Tabela 4, expressos em DPR (%). O teor de NYS encontrado nos três 

dias diferentes foi equivalente (p ≤ 0,05) e o desvio padrão relativo está 

dentro do critério de aceitação de 5% (ICH, 2005; RIEKES, 2013). 

 

Tabela 4 – Resultados dos ensaios de precisão do método 

Precisão Interdia % Recuperado DPR
a
 (%) 

Dia 1 (n=3) 104,61 3,3 

Dia 2 (n=3) 103,96 1,3 

Dia 3 (n=3) 101,19 1,7 

Precisão Intradia (n=12) 103,25 1,76 
a
 Desvio padrão relativo 

 

3.2.4 Exatidão 
 

Baseando-se na análise das formulações brancas contaminadas 

com concentrações conhecidas de NYS (80, 100 e 120%) não foram 

observadas diferenças significativas entre a quantidade adicionada de 

NYS e a quantidade encontrada (p ≤ 0,05). Os resultados obtidos 

(Tabela 5) são expressos como percentual de NYS encontrada, variando 

entre 98,1 e 100,4% satisfazendo os critérios do estudo. 

 

Tabela 5 - Dados referentes à exatidão do método 

Concentração 

adicionada (µg/mL) 
8,0 

10,0 

12,0 

Concentração média 

encontrada (µg/mL) 

Recuperação (%) 

(DPR %)
a 

7,98 

9,81 

12,05 

99,8 (0,13) 

98,1 (0,12) 

100,4 (0,02) 
a
 Desvio padrão relativo 

  

3.2.5 Robustez 
 

 Os resultados e a faixa experimental das variáveis estudadas 

estão descritos na Tabela 6, a partir da qual pode-se perceber que a 

quantificação de NYS determinada através de pequenas e deliberadas 

variações de parâmetros críticos comprovou a robustez do método. 
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Tabela 6 – Condições cromatográficas e faixa investigada durante o 

teste de robustez do método 

Variável 
Faixa 

investigada 

Teor NYS
a
 

(%) 

DPR
b
 

(%) 

Comprimento de onda 

(nm) 

303 98,58 0,02 

305 102,75 0,55 

307 106,90 0,23 

Temperatura da coluna 

(°C) 

20 105,62 0,12 

25 103,87 0,99 

30 106,35 0,22 

Volume de injeção 

(µL) 

19 103,90 0,06 

20 108,28 0,05 

21 112,31 0,27 
a
 Média de três replicatas 

b
 Desvio padrão relativo 

 
3.3 REVALIDAÇÃO ANALÍTICA DO MÉTODO PARA 

QUANTIFICAÇÃO DE NYS EM AMOSTRAS DE PELE 

 

3.3.1 Linearidade, LD e LQ 

 

A NYS apresentou uma correlação linear na faixa de 0,1 a 20 

µg/mL. Conforme a Figura 13, a equação da reta média foi y = 48243x - 

780,4, onde x refere-se à concentração em µg/mL e y corresponde à área 

do pico em volts e coeficiente de correlação de 0,9999.  
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Figura 13 - Curva de calibração média obtida por cromatografia líquida 

de alta eficiência, com sua respectiva equação da reta e coeficiente de 

correlação (R
2
) 

 

 
 

 

Os resultados das avaliações efetuadas em triplicata foram 

avaliados por meio de análise estatística ANOVA, que demonstrou 

regressão linear significativa (p < 0,05) e desvio da linearidade não 

significativo (p < 0,05). 

 Os valores de LQ e LD foram previamente apresentados no 

capítulo 3. Esses limites foram determinados, principalmente, para esta 

etapa do trabalho, uma vez que valores baixos de permeação de NYS já 

eram esperados. Sendo assim, os LQ e LD obtidos foram 0,076 e 0,025 

µg/mL, respectivamente, garantindo a sensibilidade do método em 

valores abaixo do primeiro ponto da curva de calibração. 
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3.3.2 Especificidade 

 

 O cromatograma obtido com a amostra de pele sem a presença 

de NYS está apresentado na Figura 14.  

 

Figura 14 - Cromatograma obtido por cromatografia líquida de alta 

eficiência de amostra de pele sem fármaco 
 

 
 

Na região em que ocorre a absorção da NYS (tempo de retenção 

de 6,8 min), conforme Figura 12 do capítulo anterior, não é visualizada 

interferência dos componentes da pele, apenas oscilações consideradas 

normais na linha de base, comprovando a especificidade do método. 

 

 

3.3.3 Exatidão 
 

Os resultados obtidos para o ensaio de exatidão estão descritos 

na Tabela 7. Valores de recuperação entre 98,4 e 102,7 % foram 

apresentados após extração do fármaco de amostras de pele, 

satisfazendo os critérios do estudo. 

 
Tabela 7 - Dados referentes à exatidão do método 

 

Concentração 

adicionada (µg/mL) 

8,0 

10,0 

12,0 

Concentração média 

encontrada (µg/mL) 

Recuperação
b
 (%) 

(DPR %)
a 

7,96 

9,84 

12,32 

99,6 (0,42) 

98,4 (0,30) 

102,7 (0,28) 
a
 Desvio padrão relativo 

b
 Média de triplicatas 
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4 CONCLUSÕES 

 

O método analítico desenvolvido é seguro, simples e rápido, 

uma vez que apresentou tempo de corrida cromatográfica de apenas 10 

minutos, considerado excelente em termos de reprodução de análises. 

Pequenas e deliberadas alterações nas condições 

cromatográficas não influenciaram de forma significativa a 

quantificação do fármaco, tampouco os excipientes presentes nas 

formulações brancas utilizadas como contaminantes. Sendo assim, pode-

se dizer que o método é específico, robusto, linear, sensível e exato. 

O método para quantificação de NYS em amostras de pele fora 

revalidado e mostrou-se, mais uma vez, específico, sem interferências 

dos componentes da pele; exato, ou seja, as alterações na quantificação 

de concentrações conhecidas do fármaco na presença da pele não foram 

significativas; e os dados quanto à linearidade, LD e LQ foram os 

mesmos da sua validação. 

Análises por CLAE são amplamente aplicadas, pois revelam 

resultados muito confiáveis na quantificação de fármacos associados a 

partículas. Sendo assim, o método proposto é adequado para o objetivo 

inicial de quantificar NYS nas formulações de cloridrato de quitosana e 

tornou-se ferramenta fundamental durante o desenvolvimento deste 

trabalho. 
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CAPÍTULO 4: Micropartículas de cloridrato de quitosana contendo 

nistatina destinadas à aplicação tópica: Desenvolvimento, 

caracterização e avaliação in vitro e ex vivo 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 NYS é um antifúngico com espectro de ação maior do que 

outros fármacos pertencentes à mesma classe de antifúngicos, a exemplo 

da AnfB (OFFNER et al., 2004). No entanto, possui administração 

limitada, basicamente, através da via tópica devido à alta toxicidade 

quando administrado sistemicamente (MEHTA et al., 1987) e poucos 

relatos existem sobre a caracterização físico-química e desenvolvimento 

de formulações contendo NYS (BRESCANSIN, 2006). 

 A encapsulação de fármacos em sistemas 

nano/microparticulados é uma estratégia amplamente adotada quando a 

intenção é aumentar a permeabilidade/retenção cutânea de substâncias.  

Para tal, o polímero QTS é, indiscutivelmente, um dos mais 

utilizados para veicular esses sistemas, assim como o Cl.QTS, na sua 

forma de sal, devido as características favoráveis como a 

biocompatibilidade, a biodegradabilidade, a baixa toxicidade e 

bioadesão (SHAH et al., 2012). 

Muitas publicações descrevem diferentes técnicas de obtenção 

desses sistemas, além da via de administração dos mesmos. Um 

aumento considerável na dissolução de fármacos de baixa solubilidade, 

como a carbamazepina, foi obtido com o uso de sais de QTS para 

formulações visando a via nasal (GAVINI et al., 2006). 

Outro relato da literatura mostra que o Cl.QTS utilizado em 

sistema microparticulado produzidos por spray drying, promoveu 

aumento na mucoadesão de fármacos de características hidrossolúveis, 

tal qual o polímero, como cimetidina e famotidina (HE; DAVIS; 

ILLUM, 1998). 

O Cl.QTS é um sal de cargas positivas que, quando em solução, 

podem interagir com os ácidos graxos livres presentes no estrato córneo 

através de interações elestrostáticas, influenciando na penetração de 

fármacos (GAVINI et al., 2006; KIM et al., 2010). Essas interações 

podem se tornar um aspecto negativo na permeação de ativos, quando se 

leva em consideração que o contrário também é possível, basta o 

fármaco interagir de tal maneira com o polímero, que a penetração fica 

inviável, aspecto dependente das características eletrostáticas de ambos 

(TAGLIARI, 2012). 
Dentre os modelos utilizados para avaliação de 

permeação/retenção de ativos, a pele de porco tem sido amplamente 

utilizada em função da praticidade em se adquirir esse material em 

abatedouros e sua similaridade funcional e estrutural com a pele 

humana. Estudos demonstram que a permeação de fármacos é bastante 
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similar entre ambas, uma vez que possuem características comuns que 

vão desde a composição lipídica, como distribuição esparsa de pelos, 

vascularização e pigmentação (HASANOVIC et al., 2011; CHANG et 

al., 1994; SCHMOOK; MEINGASSNER; BILLICH, 2001). 

 Um modelo de avaliação de permeabilidade de ativos através de 

amostras de pele que é muito utilizado é o de difusão em câmara de 

Franz, no qual o tecido é colocado entre dois compartimentos 

denominados: doador (superior) e receptor (inferior). A disposição da 

amostra é feito conforme ilustrado na Figura 15. 

 

Figura 15 – Esquema representativo da câmara de difusão de Franz 

 
Fonte: Adaptado de Hanson Research (2004) 

 

 No compartimento doador são colocadas as soluções de 

amostras a serem testadas e no receptor, soluções tamponantes. Os 

experimentos são conduzidos a, normalmente, 37 ºC, temperatura 

corporal. Através da cânula de amostragem que dá acesso ao 

compartimento receptor, alíquotas de amostras são coletadas nos 
períodos pré-determinados e as mesmas são quantificadas, geralmente, 

através de técnicas espectrofotométricas e cromatográficas (FÖRSTER 

et al., 2009). 
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2 METODOLOGIA 

 

2.1 MATERIAIS 

 

NYS, matéria-prima comercial, foi adquirida por Galena 

Distribuidora de Produtos Químicos LTDA, Campinas-SP, Brasil, lote 

1105002506. 

O Cl.QTS, polímero utilizado nas formulações, foi obtido 

através de um processo patenteado de síntese a partir do polímero QTS 

(GEREMIAS et al., 2006). 

A água ultrapura foi obtida por sistema gradiente Milli-Q 

(Millipore, Estados Unidos) e todos os reagentes utilizados possuem 

grau analítico. 

Culturas de Candida albicans ATCC (American Type Culture 

Collection) 10231 mantidas a 4 °C, ágar e caldo Sabouraud, solução 

salina 0,9% e DMSO, para os ensaios microbiológicos. 

 

 

2.2 DESENVOLVIMENTO DE MICROPARTÍCULAS DE NYS 

 

 As micropartículas a base de Cl.QTS foram desenvolvidas por 

técnicas distintas, emulsificação/evaporação de solvente e spray drying, 

conforme metodologias descritas a seguir. 

 

2.2.1 Preparo de micropartículas pela técnica de 

emulsificação/evaporação de solvente 

 

 Soluções de Cl.QTS a 0,5%, 1% e 1,5% em volumes de 10 mL 

cada, foram preparadas em água contendo 2% de polissorbato (Tween
®
) 

80, sob as quais foram gotejadas soluções de 1 mL contendo NYS na 

concentração de 50 mg/mL em MeOH (Tabela 8), sob agitação em ultra-

turrax (T 25 basic IKA-Werke, Staufen, Germany) por 5 min a uma 

velocidade de 17500 rpm, metodologia adaptada de Gavani e 

colaboradores (2005). 

 A formulação branca seguiu o mesmo procedimento descrito, 

exceto pela adição de fármaco, no lugar do mesmo foi gotejado apenas o 
MeOH sob a solução de Cl.QTS 1% (10 mL). 

Em seguida, essas amostras foram congeladas a -20 ºC e 

submetidas a secagem em liofilizador (Terroni LD 1500) por 48 horas a 

-50 ºC sob pressão de 133,3 mBar. Finalizada a operação, os liofilizados 
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foram mantidos em dessecador e refrigeração até a caracterização físico-

química. 

 

Tabela 8 – Composição das formulações para técnica de 

emulsificação/evaporação de solvente 

Formulação
a 

Cl.QTS (10 mL) 

L0 1% (10 mg/mL) 

L1 0,5% (5 mg/mL) 

L2 1% (10 mg/mL) 

L3 1,5% (15 mg/mL) 
a
 Formulações preparadas em triplicata com NYS (50 mg/mL) e 2% Tween 80

® 

 

 

2.2.2 Preparo de micropartículas pela técnica de spray drying 

 

 Conforme o procedimento descrito anteriormente para a técnica 

de emulsificação/evaporação do solvente, manteve-se as proporções de 

fármaco:polímero para as suspensões submetidas ao processo de 

secagem em spray dryer (Tabela 9). 

 

Tabela 9 – Composição das formulações para técnica de spray drying 

Formulação
a 

Cl.QTS (10 mL) 

S0 1% (10 mg/mL) 

S1 0,5% (5 mg/mL) 

S2 1% (10 mg/mL) 

S3 1,5% (15 mg/mL) 
a
 Formulações preparadas em triplicata com NYS (50 mg/mL) 

 

 Foram adicionadas, às soluções de Cl.QTS preparadas em água, 

soluções de NYS 50 mg/mL em MeOH que, sob agitação magnética, 

foram aspiradas em spray dryer B-290 (Buchi, Suíça), temperatura de 

entrada de 120 ºC, temperatura de saída de 76 ºC, fluxo de ar de 10 

mL/min e aspiração a 90%. 

 Da mesma forma que para as formulações submetidas à 

secagem em liofilizador, a formulação branca seguiu o mesmo 

procedimento, mas sem o fármaco. Sendo assim, 1 mL de MeOH foi 

adicionado à solução de Cl.QTS 1% (10 mL), sob agitação magnética. 

 As amostras secas foram armazenadas em dessecador sob 

refrigeração até o uso. 
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2.3 DETERMINAÇÃO DA EFICIÊNCIA DE ENCAPSULAÇÃO E 

TEOR DAS FORMULAÇÕES 

 

A determinação da concentração total de ativo associado às 

micropartículas foi realizada pela técnica de ultrafiltração/centrifugação 

utilizando método cromatográfico desenvolvido e validado (Capítulo 3), 

na qual o ativo total, associado aos sistemas obtidos, foi quantificado 

após completa dissolução das micropartículas (BOONSONGRIT; 

MITREVEJ; MUELLER, 2006; SUN et al., 2008). 

A eficiência de encapsulação (EE%), ou seja, a quantidade de 

NYS associada nas micropartículas, foi determinada a partir de uma 

alíquota de 10 mg das formulações, às quais foram adicionadas 

proporções iguais de solventes específicos para solubilização do 

polímero (água) e do fármaco (DMF), completando um volume final de 

1 mL. Essas suspensões foram agitadas em aparato do tipo vortex
®
 por 5 

min e, em seguida, centrifugadas por igual período. As diluições 

posteriores das soluções obtidas foram realizadas em proporções de fase 

móvel ACN: EDTA dissód. 0,025mM (37:63, v/v). 

A partir da concentração total de NYS foi estabelecido o teor de 

fármaco nas suspensões, conforme equação 3. 

A EE (%) foi calculada de acordo com a equação 4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4 CARACTERIZAÇÃO DAS MICROPARTÍCULAS 

 
 A realização do estudo de caracterização das micropartículas 

obtidas através de ambas as técnicas descritas acima, foram aplicadas as 

metodologias propostas para a caracterização da matéria-prima no 

Capítulo 2. O objetivo da caracterização foi avaliar a influência da 
técnica de preparo e das proporções fármaco:polímero testadas na 

produção destes sistemas. 

 

 

 

Teor  =  quantidade de NYS em mg                    (3) 

100 mg de micropartículas 

EE (%) =                  quantidade de NYS associada                 x 100      (4) 

  quantidade de NYS teórica/inicial das formulações 
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2.4.1 Calorimetria exploratória diferencial (DSC) 

 

As curvas DSC contendo aproximadamente 2 mg das amostras 

foram obtidas em célula DSC-60 (Shimadzu, Kioto, Japão) utilizando 

cadinhos de alumínio hermeticamente fechados. Sob atmosfera dinâmica 

de N2 de 100 mL/min, com razão de aquecimento de 10 °C/min, na faixa 

de temperatura de 40 a 250 °C.  

A célula de DSC foi previamente calibrada com padrão de 

referência índio e zinco. Os dados obtidos foram processados em 

software TA-60. 

 

2.4.2 Espectroscopia na região do infravermelho (IV) 
 

 Os espectros IV foram obtidos em equipamento Frontier FT-

IR/NIR (PerkinElmer, Brasil) na faixa de 4000 e 515 cm
-1

, com uma 

média de 10 scans. 

 

2.4.3 Difração de raios X de pó (DRX) 
 

Para avaliação da cristalinidade, padrões de raios X foram 

obtidos em difratômetro θ-θ (D2 Phaser, Bruker), com uma radiação de 

cobre K (λ = 1.5418 Å), operando em uma corrente de 10 mA e 

voltagem de 30 kV. As medidas foram realizadas à temperatura 

ambiente, através de varredura angular de 2θ na faixa de 5° a 50°, com 

step angular de 0.091º. A detecção foi realizada através de um contador 

de cintilação unidimensional detector LYNXEYE. 

 

2.4.4 Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 
 

As formulações obtidas por ambas as técnicas foram fixadas em 

suporte específico e revestidas com ouro. Em seguida, procederam-se as 

análises de microscopia em microscópio eletrônico de varredura 

Shimadzu SS-550, realizadas na Central de Microscopia (CMI), do 

Complexo de Centrais de Apoio à Pesquisa (COMCAP), da 

Universidade Estadual de Maringá. 
 

2.4.5 Determinação do tamanho de partícula 
 

O diâmetro médio e distribuição granulométrica das 

micropartículas foram avaliados por difração a laser em equipamento 



77 

 

Mastersizer 2000 Hydro (Malvern Instruments, UK), do laboratório de 

Farmacotécnica desta Universidade.  

As amostras para análise foram dispersas, com auxílio de 

agitação em vortex
® 

por 1 min, em acetona, por se tratar de um solvente 

no qual nem o polímero e nem o fármaco são solúveis. 

A distribuição granulométrica foi referida como span, calculada 

conforme a equação 5. 

 

 

 

 

2.5 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIFÚNGICA 

 

Para avaliação da atividade antifúngica da NYS nas 

formulações obtidas, culturas de Candida albicans ATCC 10231 foram 

ativadas em caldo Sabouraud à temperatura de 37 °C e padronizadas em 

salina de acordo com a escala 0,5 de McFarland, correspondente a 0,5 

 1,5 x 10
6
 UFC/mL. Essa solução foi diluída (1:100) no momento do 

procedimento, com o intuito de obter-se  a concentração de 1,5 x 10
4
 

UCF/mL de leveduras. 

 

2.5.1 Concentração Inibitória Mínima (CIM) 
 

A determinação da atividade antifúngica da NYS e formulações 

obtidas foi realizada de acordo com  a Farmacopeia Brasileira (2010) e o 

CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute, protocolo M27-A).   

A concentração inibitória mínima (CIM) foi determinada 

através da diluição seriada (1:2) das amostras, em intervalo entre 50 e 

0,1 µg/mL de NYS matéria-prima e proporcionalmente para as 

formulações e MF (fármaco:polímero), diluídas em caldo Sabouraud. 

Inicialmente, 100 µL de caldo Sabouraud foram adicionados em 

cada um dos 96 poços das microplacas. Em seguida, 100 µL das 

soluções testes foram colocadas em seus respectivos poços, seguidas da 

diluição seriada 1:2.  

Posteriormente, 10 µL do inóculo padronizado, Candida 

albicans ATCC 10231, foram inoculados em cada poço. As microplacas 
foram incubadas em estufa a 37 °C, em câmara úmida, por 24 a 48 

horas.  

Com o intuito de assegurar o controle do experimento, em todas 

as microplacas haviam poços para controle positivo (caldo Sabouraud e 

inóculo) e negativo (apenas o meio). Diluições de Tween 80® e DMSO 

Span =  d 90% - d 10%                     (5) 

     d 50% 
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foram avaliadas para fins de avaliar sua influência no efeito antifúngico 

das amostras. 

A CIM considerada foi a menor concentração que não possuiu 

crescimento visual de microrganismos das análises realizadas em 

triplicata. 

 

2.5.2 Concentração Fungicida Mínima (CFM) 
 

A concentração fungicida mínima (CFM), ou seja, a 

concentração mínima que garantirá não só a inativação, como a morte 

desses microrganismos foi determinada a partir de uma alíquota de 10 

µL dos poços das diluições que apresentaram perfil de CIM, uma sub-

inibitória e duas concentração acima de CIM, foram transferidas para 

uma placa de Petri contendo ágar Sabouraud, em triplicata e incubadas 

em estufa a 37 ºC, por 24 a 48 horas. 

Esta etapa foi realizada apenas com a formulação que 

apresentou o melhor CIM em comparação à NYS. 

 

2.6 AVALIAÇÃO DA RETENÇÃO CUTÂNEA DE NYS  

 

2.6.1 Obtenção da pele de orelha suína  

 

 Através de um matadouro situado na cidade de Antônio Carlos 

(SC), obteve-se as orelhas suínas que foram armazenadas em tampão 

Krebs
1
, a 4 ºC, até o uso no procedimento em questão. 

 Logo após a lavagem com água destilada, foram retirados os 

pelos com tesoura e selecionadas, então, as partes íntegras, ou seja, 

livres de manchas ou de lesões. 

 Em seguida, foi realizada a dissecação para extrair derme e 

epiderme das amostras, com o auxílio de uma pinça e bisturi, 

descartando a hipoderme. Os fragmentos dissecados foram 

acondicionados em papel alumínio e armazenados a -80 ºC, imersas em 

solução tampão Krebs até a utilização. 

 Para realizar o descongelamento foi utilizada solução tampão de 

Krebs em temperatura ambiente. 

 

 

 

                                                             
1
 Solução tampão de Krebs: NaCl (20mM); KCl (4,7mM); KH2PO4 (1,2mM); 

NaHCO3 (25mM); CaCl2 (2,5mM); MgCl2 (1mM); glicose (5,5mM), pH 7,4. 
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2.6.2 Avaliação da retenção de NYS em pele de orelha suína 

 

 Realizada no Laboratório de Virologia Aplicada (LVA) da 

UFSC, esta etapa foi executada pelo doutorando Thiago Caon, sob 

supervisão da Profª Drª Cláudia Maria Oliveira Simões. 

 As câmaras de Franz foram alocadas em banho termostatizado a 

37 ºC sob agitação Multiponto (Dist). O compartimento receptor foi 

preenchido com 10 mL de tampão PBS. O tecido foi colocado na 

interface dos compartimentos da câmara de Franz sob agitação a 800 

rpm. 

Para avaliar a retenção de NYS a partir da formulação que 

apresentou o melhor resultado quanto a ação antifúngica em comparação 

ao fármaco livre (matéria-prima), soluções de concentrações 

proporcionais a 10 mg/mL de NYS foram preparadas em 2 mL de água 

e colocadas no compartimento doador do sistema. 

 Estudos prévios mostraram que para que a permeação 

transdérmica de ativos seja significativa, os mesmos devem ter, dentre 

outras características, peso molecular menor que 500 g/mol, diferente da 

NYS (926,13 g/mol) (LANGOTH; BERNKOP-SCHNURCH; 

KURIYAMA et al., 2005). Dessa forma, para analisar a concentração de 

fármaco retida nas diferentes camadas de pele, foram selecionados os 

tempos de coleta do experimento: 2, 4 e 6 horas. Alíquotas de 400 µL da 

solução receptora foram retiradas em cada tempo e armazenadas a -20 

ºC. 

 As amostras foram ressuspendidas em ACN, componente da 

fase móvel, agitadas em aparato vortex
®

 por 5 min, colocadas em banho 

de ultrassom por 15 min, centrifugadas e analisadas através de CLAE 

utilizando método previamente validado. 

 A retenção da NYS na epiderme e derme foi avaliada ao final 

do experimento, ou seja, após 6 horas do início do experimento. As 

amostras de pele foram retiradas do equipamento, lavadas para remoção 

do excesso de fármaco. Em seguida, com bisturi, a epiderme foi 

cuidadosamente separada da derme e apenas a região central, 

equivalente à área de permeação, foi recortada e picotada. Os 

fragmentos obtidos foram armazenadas em ACN para promover a 

extração do fármaco nas amostras e mantidos em repouso por 24 h. 
 No momento da análise quantitativa das amostras, foram 

submetidas à agitação (vortex
®

 por 5 min) para o rompimento das 

células e aumento da eficiência de extração. As proteínas, restos 

celulares e outros interferentes foram removidos pela filtração. 
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 As amostras foram centrifugadas e analisadas através do 

método quantitativo em CLAE descrito no capítulo 3. 

 

2.6.3 Análise estatística 

 

 A comparação estatística entre amostras, em derme e epiderme, 

foi conduzida através de teste-t de Student. Neste, resultados 

significativos devem apresentar probabilidade menor do que 5% (p < 

0,05) com intervalo de confiança de 95%. A avaliação estatística dos 

dados foi realizada em software GraphPad PRISM
®

 (San Diego, CA, 

USA).   

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

3.1 DETERMINAÇÃO DA EFICIÊNCIA DE ENCAPSULAÇÃO E 

TEOR DAS FORMULAÇÕES 

 

 As formulações preparadas conforme metodologia descrita no 

item 2.2 foram submetidas à análise em CLAE utilizando método 

analítico descrito no capítulo 3, para determinação da EE (%) que traduz 

a quantidade de fármaco associado ao sistema e o teor, ou seja, 

quantidade de fármaco presente em cada 100 mg de formulação, 

conforme Tabela 10. 

 Neste trabalho todas as formulações apresentaram EE maior 

que 70%, o que demonstra que ambas as técnicas foram capazes de 

encapsular fisicamente a NYS.  

Considerando que fármaco e polímero são compostos 

extremamente opostos no que diz respeito à solubilidade, sugere-se que 

a NYS não poderia estar solubilizada na fase externa do sistema, o que 

limitaria a sua encapsulação (TAGLIARI, 2012). 

As micropartículas preparadas pela técnica de spray drying 

apresentaram maior EE (%) e teor com relação ao outro método testado 

e entre as amostras submetidas ao mesmo processo, a proporção 

fármaco:polímero (1:2) mostrou-se mais eficiente, com cerca de 98,37% 

de EE. 
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Tabela 10 - Resultados da eficiência de encapsulação (%) e teor 

(mg/100 mg de formulação) obtidos com as formulações contendo 

nistatina 

 

Formulação EE (%) ± DP
b 

Teor
a
 (DPR

c
 %) 

S1 92.17 ± 4,35 44.83 (4,72) 

S2 98.37 ± 5,52 33.85 (5,61) 

S3 88.94 ± 1,58 22.23 (1,78) 

L1 77.95 ± 9,29 13.87 (11,92) 

L2 82.61 ± 12,64 10.81 (15,30) 

L3 72.17 ± 5,86 9.38 (8,12) 

Média dos resultados obtidos de triplicatas de cada formulação 
a
 Teor (mg NYS/100 mg de formulação)  

b
 Desvio padrão 

c
 Desvio padrão relativo (%) 

 

 Os valores mais baixos de EE (%) para as formulações secas em 

liofilizador podem ser influenciados pela velocidade de solidificação do 

polímero durante o preparo das mesmas (JELVEHGARI et al., 2011). 

 

3.2 CARACTERIZAÇÃO DAS MICROPARTÍCULAS 

 

3.2.1 Calorimetria exploratória diferencial (DSC) 

 

 DSC tem sido proposta para avaliar interações físico-químicas 

entre os componentes da formulação através da comparação entre as 

curvas obtidas a partir da mistura física (MF) dos mesmos (VERMA; 

GARG, 2004; BERNARDI et al., 2009). 

A Figura 16 mostra as curvas de DSC das matérias-primas 

(fármaco e polímero), MF com a menor proporção de NYS (1:3, 

NYS:Cl.QTS), e formulações, obtidas pela técnica de spray drying 
(Figura 16a) e por emulsificação/evaporação do solvente que foram, 

posteriormente, liofilizadas (Figura 16b). 
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Figura 16 - (a) Curvas de DSC das matérias-primas: nistatina (A), 

cloridrato de quitosana (B); mistura física fármaco:polímero (1:3) (C); e 

formulações: branca S0 (D), S1 (E),  S2 (F) e S3 (G); (b) Curvas de 

DSC da nistatina (A), cloridrato de quitosana (B), mistura física 1:3 (C), 

L0 (D), L1 (E), L2 (F) e L3 (G) 
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Conforme observado na caracterização da matéria-prima NYS, 

no Capítulo 3, o fármaco apresenta um único evento de fusão próximo à 

160 °C, que sugere pureza e característica cristalina da amostra. O 

polímero não apresenta evento de fusão específico, por ser considerado 

amorfo. 

O deslocamento e/ou diminuição no evento endotérmico 

característico do fármaco na curva obtida para a mistura física e 

micropartículas, pode estar relacionado, dentre diversos fatores, à 

transformação parcial da NYS para a forma amorfa, ou a interação 

química entre os componentes da formulação (STULZER, 2008). Esse 

comportamento foi observado para todas as formulações obtidas 

contendo o fármaco, o que sugere uma amorfização dessas amostras, 

característica comprovada posteriormente pela técnica de DRX. 

 

 

3.2.2 Espectroscopia na região do infravermelho (IV) 

 
 Considerando os estiramentos característicos do fármaco, 

evidenciadas no Capítulo 3 deste trabalho, foi realizada a comparação 

dos espectros (Figura 17a) da NYS e Cl.QTS com os obtidos para a 

mistura física e as formulações produzidas por spray drying. Ambos 

sugerem interações entre o fármaco e o polímero devido a 

deslocamentos e desaparecimento de alguns estiramentos na faixa entre 

1000 e 1750, a exemplo do estiramento em 1704 cm
-1

 que está 

relacionado à lactona do fármaco. Tais interações podem ser do tipo 

ligações de hidrogênio, as quais envolvem grupamentos C=O, C-C-O e 

O-C-C (SAKEER et al., 2010a). 

 As formulações (S1, S2 e S3) apresentaram um pico mais 

intenso na região de 1065 cm
-1

, estiramento simétrico de CH3, que para 

o fármaco e/ou polímero de forma isolada. 

Os espectros obtidos com as formulações produzidas pela 

técnica de emulsificação/evaporação do solvente com secagem em 

liofilizador estão mostrados na Figura 17b. No entanto, os resultados 

relacionados às possíveis interações entre NYS e Cl.QTS, nessas 

formulações, são inconclusivos. Uma vez que os espectros se 

apresentaram iguais e com estiramentos característicos do tensoativo 
(Tween 80, presente na Figura 17b), sobrepondo a todos os outros que 

relacionariam fármaco e polímero. 
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Figura 17 – Espectros no infravermelho: (a) Matérias-primas, mistura 

física 1:3 (nistatina:cloridrato de quitosana) e formulações obtidas por 

spray drying; (b) Fármaco, polímero, tensoativo, mistura física 1:3 e 

formulações liofilizadas 
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O espectro da MF (1:3, NYS:Cl.QTS), em ambas as figuras, 

corresponde a superposição dos dois componentes individuais, com 

diminuição na intensidade dos picos. 

 

3.2.3 Difração de raios X de pó (DRX) 

 

 A NYS apresentou características cristalinas e as suas reflexões 

mais evidentes, especificadas anteriormente no Capítulo 2 deste 

trabalho, foram tomadas como referência para avaliar o comportamento 

cristalino da MF e dos sistemas microparticulados produzidos. 

Os difratogramas (Figura 18) revelam uma amorfização nas 

formulações obtidas.  

O fármaco possui caráter cristalino; o polímero, semicristalino; 

e a suspensão de ambos, quando submetida ao processo de secagem em 

spray dryer, origina difratograma com reflexões referentes às da NYS 

sobrepostas ao halo semicristalino do Cl.QTS. 

O fenômeno de amorfização de amostras é atribuído à técnica 

de spray drying, devido ao rápido processo de secagem, característica 

que impede a organização do sistema para forma cristalina, processo 

também visualizado por outros autores (KLEEMANN, 2012; SHU et al., 

2006; COLUMBANO; BUCKTON; WIKELEY, 2003). 

As formulações obtidas pela técnica de 

emulsificação/evaporação de solvente revelam um processo de 

amorfização ainda maior destas amostras, difratogramas também 

presentes na Figura 18. 

 Perfil semelhante foi observado para a MF o que sugere que 

houve uma reorganização da NYS para um estado mais amorfo nas 

micropartículas.  

Uma notável diminuição da intensidade das reflexões para os 

sistemas microparticulados sugere uma dissolução da substância ativa 

no polímero testado, uma vez que, num estado amorfo, a energia 

requerida para separar as moléculas é baixa, pois são arranjadas ao 

acaso, consequentemente a dissolução do sistema ocorre de forma mais 

rápida (JANSSENS et al., 2008). 

Eventos de fusão para as micropartículas não foram observados 

através da técnica de DSC e a completa amorfização dessas amostras foi 
confirmada por DRX, já que os difratogramas não apresentaram picos 

referentes à cristalinidade do fármaco. 
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Figura 18 – Perfis de difração de raios X de pó obtidos para o fármaco, o 

polímero, mistura física 1:3 (nistatina:cloridrato de quitosana), 

formulações brancas e contendo nistatina obtidas por spray drying e 

emulsificação/evaporação do solvente 
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3.2.4 Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

 

 A análise morfológica das micropartículas, realizada por meio 

de imagens obtidas por MEV, revelou partículas bastante diferentes 

obtidas por duas técnicas distintas. 

A Figura 19 apresenta as diferenças na morfologia das amostras 

sob o mesmo aumento de imagem entre formulações de mesma técnica 

de preparo, em comparativo com base na proporção fármaco:polímero 

da seguinte forma: S0/L0 (0:2); S1/L1 (1:1), S2/L2 (1:2) e S3/L3 (1:3). 

Os sistemas obtidos pela técnica de spray drying (Figura 19a) 

apresentaram partículas esféricas e com aspecto de murchas. Essa 

característica morfológica está relacionada à contração irregular das 

gotículas aspergidas durante o processo de secagem, fator intimamente 

relacionado à viscosidade do líquido que é aspergido pelo sistema. A 

tendência sobre a morfologia em questão aumenta, conforme o aumento 

na viscosidade da amostra inicial (FOSTER; LAETHERMAN, 1995). 

Os resultados apontam para o oposto, quando obtidos através da 

técnica de emulsificação/evaporação do solvente (Figura 19b), a qual 

apresenta formação de inúmeros agregados, sem forma definida. Esse 

aspecto pode ser atribuído à presença do tensoativo nas amostras, o que 

evidencia a morfologia heterogênea das mesmas. 

 As diferenças nas características morfológicas entre as técnicas 

testadas podem ser atribuídas, de uma forma geral, ao modo de preparo 

das mesmas. As variações nas proporções de fármaco:polímero não 

influenciaram significativamente na morfologia dos sistemas. 
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Figura 19 – Fotomicrografias: (a) formulações obtidas por spray drying, 

com aumento de 1000 x e (b) produzidas através da técnica de 

emulsificação/evaporação do solvente, aumento de 150 x  

 
 

 
 
 

 
  

a)

b)



89 

 

3.2.5 Determinação do tamanho de partícula 

 

O alto grau de agregação observado, através das 

fotomicrografias das formulações liofilizadas, impediu a obtenção de 

dados confiáveis quanto ao tamanho de partícula destes sistemas. 

Os resultados obtidos para as micropartículas obtidas por spray 
drying estão representados na Tabela 11. 

 

 

Tabela 11 - Granulometria das micropartículas d(4,3): diâmetro médio em 

volume; d(0,1 µm), d(0,5 µm) e d(0,9 µm): diâmetro de partícula correspondente 

a, respectivamente, 10%, 50% e 90% da distribuição acumulada; 

polidispersão de tamanhos (span) 

 

Amostras Tamanho (µm) 

 d 4,3 d 10% d 50% d 90% Span 

S0 84,54 11,78 44,07 199,19 4,25 

S1 10,18 1,41 7,39 23,12 2,94 

S2 22,53 1,96 12,38 48,41 3,75 

S3 13,37 1,73 10,31 28,53 2,60 

 

 

A formulação S1 apresentou diâmetro médio em volume de 10 

µm e faixa granulométrica variando de 1,41 e 23,12 µm. Já as amostras 

S2 e S3 apresentaram variações de tamanho de 1,96 a 48,41 µm e 1,73 e 

28,53 µm, bem como diâmetro médio 22,53 µm e 13,37 µm, 

respectivamente para ambos os dados. 

Quanto à distribuição de tamanhos dessas formulações, 

representada pelo número de spans, todos os sistemas apresentaram 

valor acima do considerado máximo (cerca de 1,0), indicando uma alta 

polidispersão nas amostras (KLEEMAN, 2012). 

Entretanto, a variação e polidispersão maior foi visualizada para 

as formulações brancas, ou seja, aquelas que continham apenas o 

polímero. 
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3.3 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIFÚNGICA 

 

3.3.1 Concentração Inibitória Mínima (CIM) 
 

 A avaliação da atividade antifúngica foi baseada na obtenção da 

CIM por meio de inspeção visual, através da qual se determinou que, 

qualquer turvação no micropoço, é considerada como crescimento 

microbiano. A Tabela 12 demonstra os valores de CIM encontrados para 

todas as amostras testadas. 

 As formulações preparadas pela técnica de 

emulsificação/evaporação de solvente não apresentaram melhorias em 

relação ao fármaco livre no que diz respeito à CIM, pelo contrário, as 

concentrações com atividade antimicrobiana foram maiores. 

 

 

Tabela 12 – Valores de concentração inibitória mínima (µg/mL) das 

amostras testadas e determinadas após 24 h de incubação 

 

Amostras                                                Denominação CIM
a
 (µg/mL)

 

Matérias-primas 
NYS 0,8 
Cl.QTS * 

Misturas físicas 

MF 1:1 0,8 

MF 1:2 0,8 
MF 1:3 0,8 

Formulações obtidas em spray dryer 
S1 1,6 

S2 0,4 

S3 0,8 

Formulações liofilizadas 
L1 3,2 
L2 1,6 

L3 1,6 

Formulações brancas 
L0 * 

S0 * 

Excipientes 
DMSO

c 
20% 

Tween 80
®
 * 

a,b
 Valores de CIM obtidas pela média de triplicatas 

c
 DMSO: a maior concentração testada foi extrapolada para 20% de DMSO 

* Não houve inibição nas concentrações testadas 
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Figura 20 – Microplaca com resultados de concentração inibitória 

mínima para as formulações e Tween 80
® 

 

 
 (T) Tween 80

®
; (C-) Controle negativo; (C+) Controle positivo. 

 

A presença de tensoativo pode justificar a diminuição da 

atividade das formulações liofilizadas, uma vez que a pesagem das 

mesmas levou em consideração a proporção de fármaco em relação ao 

percentual de pó inicial utilizado para preparo dessas formulações. 

Sendo assim, a presença de tensoativo, conforme previamente observado 

nos espectros de infravermelho para essas formulações, sugere que a 

concentração do fármaco nessas amostras era menor do que as 

preparadas por spray drying, matéria-prima e MF. 

Os excipientes, Tween 80® e DMSO, não apresentaram 

influência sob a atividade das amostras, bem como as formulações 

brancas e matéria-prima de Cl.QTS. Apesar de muitos estudos relatarem 

sobre a atividade antimicrobiana da QTS (MARTINS, 2010; SILVA; 

SANTOS; FERREIRA, 2006; FELT; BURI; GURNY, 1998), o mesmo 
não foi observado contra as cepas de Candida albicans testadas para o 

Cl.QTS nessas concentrações. 

 Apesar disso, estudos recentes realizados, sob as mesmas 

condições experimentais, com conjugados de NYS e goma arábica 

apresentaram concentrações de CIM maiores do que as observadas para 
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as formulações obtidas tanto por spray drying, quanto as liofilizadas 

(STEFANOVIC et al., 2012). 

 Outros autores avaliaram a atividade de lipossomas contendo o 

fármaco e os resultados, quanto à CIM, foram bastante semelhantes aos 

encontrados para as formulações obtidas por spray drying neste estudo 

(CARRILLO-MUÑOZ et al., 1999; JOHNSON et al., 1999), as quais 

apresentaram CIM na faixa de 0,4 a 1,6 µg/mL, conforme observado na 

Figura 20. 

 Os resultados obtidos sugerem que a proporção de 

fármaco:polímero (1:2) na forma de micropartículas produzidas por 

spray drying, ou seja, a formulação S2, mostrou-se a mais efetiva contra 

cepas de Candida albicans, no que diz respeito à CIM.  

 

3.3.2 Concentração Fungicida Mínima (CFM) 

 

Para fins de comprovação e análise da CFM, foram retiradas 

alíquotas da CIM e concentração superiores, bem como a sub-inibitória 

da formulação S2, pois apresentou CIM menor que a observada para o 

fármaco livre. 

A imagem das placas de Petri (Figura 21) mostra que, além da 

CIM, a formulação S2 possui ação fungicida 2x mais eficaz que a NYS 

livre (CFMNYS = 3,2 µg/mL e CFMS2 = 1,6 µg/mL). 

 

Figura 21 – Placas de Petri de nistatina e a formulação S2 de análise 

realizada em triplicata para fins de avaliação de concentração fungicida 

mínima 
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 Com base nos resultados de CIM e CFM, prosseguiu-se a 

análise quanto à retenção cutânea das formulações apenas com aquela 

que mostrou melhor resultado que a NYS, ou seja, a amostra S2, fator 

que pode estar relacionado à EE (98.37 ± 5,52%) dessa formulação que 

foi a maior observada dentre os sistemas obtidos. 

 

3.4 AVALIAÇÃO DA RETENÇÃO CUTÂNEA DE NYS 

 

3.4.1 Avaliação da retenção de NYS em pele de orelha suína 

 

 Considerando o alto peso molecular do fármaco e que sua 

permeação seria muito baixa, ou inviável, as amostragens foram 

realizadas apenas para as primeiras horas (2, 4 e 6 h) e os resultados 

obtidos comprovam que o fármaco não atingiu o compartimento 

receptor em níveis quantificáveis. Desta forma, não foi possível obter 

perfis de permeação que relacionam a quantidade de fármaco versus 

tempo. 

 Entretanto, com relação à retenção dessas amostras nas camadas 

epiteliais, observou-se que a retenção das micropartículas foi maior, 

tanto em derme quanto em epiderme, quando comparada ao fármaco 

livre (Figura 22). Estes resultados são considerados estatisticamente 

diferentes para ambas as camadas (p < 0.05). 

Esse resultado pode ser atribuído à característica do polímero de 

adquirir cargas positivas quando em solução que formam forças 

eletrostáticas com as cargas negativas das células da pele, promovendo 

maior afinidade do sistema com esse órgão, consequentemente, maior 

retenção desses à mesma. 

Esse perfil de afinidade de derivados de QTS com a pele vem 

sendo explorado há anos, tendo sido aplicado de forma bem sucedida 

para veiculação de plasmídeos de DNA em formulações para via ocular 

(KLAUSNER; ZHANG; CHAPMAN, 2010), insulina para aplicações 

via nasal (WILLIAMS; COSTER, 2010), micropartículas de clorexidina 

para efeito local na região bucal (GIUNCHEDI; JULIANO; GAVINI, 

2002) e, neste trabalho, para a veiculação NYS em formulações 

promovendo uma liberação diferenciada do ativo por via tópica. 
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Figura 22 - Quantidade (%) de nistatina retida na epiderme e derme após 

6 h de ensaio. O símbolo * representa resultados significativos em 

relação à nistatina 

 
 

 

4 CONCLUSÕES 

 

Através das técnicas físico-químicas para caracterização de 

amostras, percebe-se que as formulações obtidas por ambos os processos 

de preparo, apresentaram perfis bastante característicos desses sistemas.  

As amostras sofreram leve processo de amorfização, 

visualizado nos espectros de DRX e sugerido nas curvas de DSC. 

A morfologia obtida para as diferentes técnicas foi bastante 

diversificada: micropartículas enrugadas características da técnica de 

spray drying; e aglomerados sem forma definida nos sistemas obtidos 

por emulsificação/evaporação do solvente, aspecto que impossibilitou a 

avaliação do tamanho desses sistemas, enquanto que o diâmetro médio 

das micropartículas contendo nistatina obtidas por spray drying (S) 

variou entre 10,18 e 22,53 µm. Não foram evidenciadas diferenças 

significativas morfológicas e de tamanho das partículas, quando 

realizadas alterações nas proporções de fármaco:polímero. 

Apesar de o rendimento ser um grande atrativo da técnica de 

secagem por liofilizador com relação ao spray drying, esse último 

apresentou rendimento superior a 50%, o qual é preconizado como ideal 

para a técnica (54,1 a 64,19%). 
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As formulações produzidas por emulsificação/evaporação de 

solvente seguida por processo de secagem em liofilizador apresentaram 

baixos valores com relação à EE (%) e teor em relação aos sistemas 

microencapsulados obtidos por spray drying, os quais mostraram-se, 

consequentemente, mais promissores em termos da atividade biológica 

avaliada.  

O sistema microparticulado que apresentou melhores resultados 

quanto à CIM (CIMNYS =0,8 µg/mL e CIMS2 = 0,4 µg/mL) e CFM 

(CFMNYS = 3,2 µg/mL e CFMS2 = 1,6 µg/mL), está representado pela 

formulação S2, com proporções de fármaco:polímero (1:2) secas em 

spray dryer, foi selecionada para posterior avaliação quanto à retenção 

do fármaco em amostras de pele. 

A avaliação de retenção da NYS foi realizada através do 

método de câmara de difusão de Franz. Levando em consideração que a 

permeação do fármaco seria inviável, devido o tamanho da molécula do 

mesmo, o tempo de análise foi relativamente curto, até 6 h.  

A formulação testada, além de apresentar atividade 

microbiológica mais potente que o fármaco livre, possui características 

de maior afinidade com a pele, promovida pelo polímero (Cl.QTS). 

Após 6 h de análise, a quantidade de NYS retida na derme e epiderme, 

através da formulação (S2) foi de 15,51% e 15,69%, respectivamente, 

enquanto que o fármaco livre não apresentou percentual maior que 5% 

em nenhuma das camadas analisadas. 

Os baixos limites de detecção e quantificação, obtidos no 

Capítulo 3, foram primordiais para garantir dados conclusivos sobre a 

quantidade de fármaco nas alíquotas retiradas do sistema de avaliação da 

retenção/permeação dessas amostras. 
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 Os estudos físico-químicos em estado sólido mostraram que a 

matéria-prima nistatina possui um componente principal, 

supostamente A1, e parâmetros característicos relacionados à 

amostra foram observados através das técnicas de espectroscopia 

na região do infravermelho, difração de raios X de pó e 

calorimetria exploratória diferencial; 

 

 O método desenvolvido e validado, por cromatografia líquida de 

alta eficiência, foi utilizado para quantificação de nistatina nas 

formulações de micropartículas e em amostras de pele; 

 

 A completa caracterização das formulações obtidas comprovou a 

formação de sistemas bastante diferentes quanto à morfologia e 

características cristalinas, principalmente, entre as técnicas de 

spray drying e emulsificação/evaporação do solvente; 

 

 A eficiência na encapsulação e teor do fármaco dos sistemas 

obtidos variaram conforme a técnica de preparo empregada, bem 

como proporções de fármaco:polímero utilizadas; 

 

 As micropartículas obtidas por spray drying na proporção 1:2 de 

fármaco:polímero (S2) evidenciaram um aumento de duas vezes 

na potência antifúngica da nistatina, expressos na forma de 

concentração inibitória e fungicida mínima; 

 

 A formulação que apresentou melhor resultado quanto à atividade 

biológica também promoveu aumento na retenção do fármaco nas 

camadas de derme e epiderme, quando comparada à nistatina na 

forma livre, e apresentou valores muito baixos de absorção 

sistêmica, sendo ideal para aplicação tópica; 

 

 Considerando que uma das patologias que mais acometem o 

homem nos dias de hoje é a candidíase cutânea, que a NYS é um 

fármaco de amplo espectro de ação, indicado também para o 

tratamento destas afecções e que formulações dermatológicas 

destinadas ao tratamento de patologias cutâneas devem ser 
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capazes de reter o fármaco na pele, sem promover efeito sistêmico 

do mesmo; a formulação proposta, além de ser obtida por um 

processo simples, que pode ser facilmente produzido por larga 

escala e fazer uso de polímero biocompatível, é um sistema 

bastante promissor para o objetivo proposto. 
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