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Desenvolvimento e avaliação da atividade antileishmania de microemulsão 
contendo a fração resinosa da oleorresina de Copaíba  

 
RESUMO 

A oleorresina extraída da copaibeira (Copaifera sp.) apresenta propriedades 
analgésica, anti-inflamatória, antimicrobiana e antileishmania, e apresenta duas frações 
principais: a volátil, rica em óleos essenciais sesquiterpênicos, e a resinosa, rica em 
compostos terpênicos. A extração industrial do óleo essencial, que possui valor 
comercial, ocorre por hidrodestilação ou arraste de vapor, sendo que a fração resinosa 
costuma ser descartada. O objetivo deste estudo foi reaproveitar a fração resinosa 
como fase oleosa em sistemas microemulsionados e avaliar a atividade in vitro dessas 
formulações contra formas promastigotas de Leishmania amazonensis. Foram 
preparadas microemulsões do tipo bicontínua e A/O, contendo, respectivamente, 10 e 
20% da fração resinosa da oleorresina de Copaíba. Todas as formulações estudadas 
foram capazes de inibir a proliferação in vitro de formas promastigotas de L. 
amazonensis, apresentando valores de IC50 inferiores a 6,9 µg.mL-1 após 48 horas de 
ensaio, indicando eficácia superior à do medicamento padrão para o tratamento da 
leishmaniose, o Glucantime®, cujo IC50 foi maior que 100 µg.mL-1. A microemulsão com 
menor teor de oleorresina (10%), mas com maior teor em água (20%), apresentou o 
menor IC50 após 24 horas de ensaio (2,7 µg.mL-1), indicando que o teor de água da 
formulação foi importante para a permeação celular.    

 

Palavras-chaves: sustentabilidade, Leishmania spp., tratamento.  

 

ABSTRACT 

The oleoresin extracted from Copaifera spp has analgesic, anti-inflammatory, 
antimicrobial, antileishmanial properties, and comprises two main fractions: a volatile 
fraction, rich in sesquiterpene essential oils, and a resinous fraction, rich in terpenoid 
compounds. Essential oil extraction, which has notable commercial value, is typically 
performed by hydrodistillation or steam distillation, and the resinous fraction is often 
discarded. This study aimed to repurpose the resinous fraction as the oil phase in 
microemulsion systems and to evaluate the in vitro activity of these formulations against 
promastigote forms of Leishmania amazonensis. There were obtained bicontinuous and 
water-in-oil (W/O) microemulsions containing 10% and 20% of the copaiba oleoresin 
resinous fraction, respectively. All tested formulations were able to inhibit the in vitro 
proliferation of L. amazonensis promastigotes, with IC₅₀ values below 6.9 µg·mL⁻¹ after 
48 hours of exposure—demonstrating greater efficacy than the standard antileishmanial 

drug, Glucantime®, which IC₅₀ exceeded 100 µg·mL⁻¹. The microemulsion with the 
lowest oleoresin concentration (10%) but highest water content (20%) exhibited the 
lowest IC₅₀ at 24 hours (2.7 µg·mL⁻¹), indicating that water content in the formulation 
plays a key role in improving the cellular permeation. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

A leishmaniose é uma zoonose tropical negligenciada causada por protozoários do 

gênero Leishmania, parasitas intracelulares do sistema mononuclear fagocítico, 

transmitidos ao homem pela picada de flebotomíneos dos gêneros Phlebotomus (na 

Europa, Ásia e África) ou Lutzomyia (nas Américas)(1). A manifestação clínica da doença 

depende da espécie infectante e pode ocorrer nas formas visceral (afetando órgãos 

internos, como fígado e baço), cutânea (também chamada de tegumentar, com ulcerações 

cutâneas) ou mucocutânea (atingindo mucosas e tecidos adjacentes)(2). 

A Leishmaniose Tegumentar (LT) apresenta prevalência crescente nas últimas 

décadas, com aumento estimado de 174,2% nos casos entre 1990 e 2013. No Brasil, as 

regiões Norte e Nordeste são as mais afetadas, com, respectivamente, cerca de 235 mil e 

72 mil casos registrados pela OMS em 2017. Dentre esses, os estados do Pará e Amazonas 

foram responsáveis por 58% das notificações(1). Há mais de 20 espécies de Leishmania 

associadas à infecção em humanos, sendo L. guyanensis e L. amazonensis as espécies 

causadoras da forma tegumentar mais prevalentes na Região Norte do Brasil(3). 

Apesar da existência de medicamentos tópicos, como a pomada de paromomicina e 

injeções intralesionais de antimoniato de meglumina, ainda não há terapias locais com 

eficácia superior à dos tratamentos sistêmicos, os quais utilizam miltefosina, isetionato de 

pentamidina, anfotericina B e derivados antimoniais. Estes tratamentos representam sérios 

inconvenientes, como toxicidade elevada, tempo prolongado de administração e baixa 

adesão dos pacientes(3). Diante disso, torna-se evidente a necessidade de desenvolver 

veículos tópicos que facilitem a penetração do fármaco na pele e o direcionamento ao 

parasita intracelular.  

Emulsões clássicas são obtidas pela mistura de água e óleo, em um processo que 

envolve agitação mecânica e aquecimento, cuja interface das gotículas formadas é 

estabilizada por um tensoativo anfifílico. Quanto menor o tamanho das gotículas, maior a 

estabilidade do sistema que, por ser termodinamicamente instável, tende à separação com 

o passar do tempo. As microemulsões (ME) são mais vantajosas que as emulsões 

tradicionais por serem termodinamicamente estáveis (e por isso não separam fases) e de 

formação espontânea, o que diminui o custo de produção(4). Além disso, as MEs têm maior 

poder de permeação cutânea, tanto na pele do hospedeiro quanto nas células dos 

parasitas, o que faz destas um excelente veículo para o tratamento de leishmaniose 
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tegumentar, especialmente se o óleo empregado para a sua obtenção apresentar atividade 

leishmanicida, como é o caso do óleo de Copaíba. 

A região amazônica é a mais importante zona extrativista do exsudato do tronco da 

copaibeira, que é uma oleorresina rica em terpenóides, como os sesquiterpenos da fração 

volátil (trans-β-cariofileno, α-humuleno, α-copaeno) e os diterpenos da fração resinosa 

(ácidos copálico, hardwickiico, agático, caurenóico)(5). 

 Diversos estudos têm demonstrado as propriedades farmacológicas da oleorresina 

de Copaíba, incluindo atividades antimicrobiana(6), antileishmania(7), esquistossomicida(8), 

antichagásica(9), anti-inflamatória(10), antitumoral(6), cicatrização de lesões de psoríase(11). 

Entretanto, a indústria tende a valorizar apenas a fração volátil, extraída por hidrodestilação, 

descartando a fração resinosa – rica em compostos bioativos – sem aproveitamento.  

 A extração dos óleos essenciais geralmente é conduzida por hidrodestilação e, no 

caso da Copaíba, a fração resinosa, rica em diterpenos com potenciais aplicações 

farmacológicas, costuma ser descartada pelo fabricante sem reaproveitamento em outros 

processos. O emprego dessa fração resinosa como fase oleosa no preparo de sistemas 

microemulsionados, além de dar aplicação farmacêutica a esse refugo industrial, valoriza o 

aspecto ecológico e autossustentável que existe no aproveitamento máximo dos recursos 

naturais disponíveis.  

Embora já existam estudos envolvendo MEs e nanoemulsões contendo a oleorresina 

bruta de Copaíba(12,13), não foram encontrados relatos de MEs elaboradas a partir do refugo 

da hidrodestilação, o que demonstra, ainda, o caráter inédito desta pesquisa, que visa 

desenvolver, caracterizar e avaliar a atividade antileishmania in vitro de MEs preparadas 

com a fração resinosa descartada do óleo de Copaíba, com foco no tratamento tópico da 

LT causada por L. amazonensis. 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1. Materiais 

A oleorresina de Copaíba foi fornecida pela empresa Nativus da Amazônia. Tween 80 

e ácido oleico pela Synth® e o Etanol pela Dinâmica®. O dimetilsulfóxido (DMSO) 99,5% foi 

fornecido pela Nuclear® e o antimoniato de meglumina (Glucantime®) pela Fundação de 

Medicina Tropical (FMT-HVD). O meio de cultivo RPMI-1640 do Roswell Park Memorial 

Institute 1640 foi fornecido pela Gibco®. 



DOI:  
Revista Amazônia Science & Health  
2025 Vol. 13, Nº 4 

COSTA, AS; SILVA, ADS; HANADA, RSB; GOMES, WR; LIMA, ES; 
FRANCO, AMR; JENSEN, BB; SANTOS, KSCR. 
Desenvolvimento e avaliação da atividade antileishmania de 
microemulsão contendo a fração resinosa da oleorresina de Copaíba. 

A   

 

 

104 

2.2. Hidrodestilação da oleorresina 

A fração resinosa terpênica foi separada do óleo essencial pela técnica da 

hidrodestilação por arraste de vapor. Ao final da extração, a fração resinosa hidratada foi 

deixada em repouso para a separação do excesso de água, que foi cuidadosamente 

removida com uma pipeta conta-gotas. 

 

2.3. Obtenção das microemulsões, com e sem incorporação da fração resinosa da 

oleorresina de Copaíba 

As MEs foram preparadas pela mistura de Tween 80, etanol, ácido oleico e água 

destilada, com e sem a presença da fração resinosa da oleorresina de Copaíba, que foi 

acrescentada à fase oleosa do sistema nas concentrações de 10 a 20% do peso total da 

formulação, conforme demonstra a Tabela 1. 

 
Tabela 1. Composição das formulações microemulsionadas contendo 10% (ME10) e 20% (ME20) da fração 
resinosa da oleorresina de Copaíba, e seus respectivos placebos (ME10-p e ME20-p). 

 Tween 20 Etanol Água Fração Resinosa Ácido oleico 

ME10 30% 30% 20% 10% 10% 

ME10-p 30% 30% 20% - 20% 

ME20 25% 25% 10% 20% 20% 

ME20-p 25% 25% 10% - 40% 

 
2.4. Caracterização físico-química das microemulsões 

As MEs obtidas foram caracterizadas pela determinação da densidade absoluta, pH, 

viscosidade, índice de refração, transparência (transmitância em espectrofotometria de 

UV), tipo de fase externa (condutividade e teste de diluição) e microestrutura do sistema 

emulsionado (diâmetro médio de gotículas, índice de polidispersão e potencial zeta). 

A densidade absoluta foi determinada utilizando um picnômetro de vidro acoplado a 

termômetro, com capacidade para 25 mL. O pH das MEs foi medido em pHmetro (Del Lab, 

modelo  DL-PH), previamente calibrado com soluções tampão de pH 7 e 4, e a viscosidade, 

em viscosímetro analógico de Brookfield (BrasEq, modelo LVT), utilizando-se o splinde 

número 62 para a leitura das formulações. 

O índice de refração foi medido em refratômetro analógico do tipo Abbé (Quimis, 

modelo Q767B), mediante calibração prévia com água destilada, e a transparência das MEs 

foi avaliada pela determinação da transmitância em espectofotômetro de UV (Even, modelo 

IL-592) a 650 nm, utilizando cubetas de quartzo com caminho óptico de 1 cm. 
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A condutividade da fase externa das MEs foi avaliada em condutivímetro portátil 

(Instrutherm, modelo CD-860), previamente calibrado com a solução padrão de 1413 

µS/cm. O teste de diluição foi conduzido pela adição e agitação magnética de excesso de 

uma das fases aquosa ou oleosa das MEs, na proporção de 1:10, com água e com ácido 

oleico, com subsequente observação para verificar manutenção da transparência ou 

turbidez do sistema após a diluição. 

A caracterização microscópica das MEs foi realizada em equipamento de 

espalhamento dinâmico de luz (Anton Paar, modelo Litesizer DLS 500), mediante diluição 

prévia das formulações em água, na proporção 1:10, para determinação do diâmetro médio 

e índice de polidispersão das gotículas, além do potencial zeta presente na superfície do 

filme de tensoativos. 

  

2.5. Teste da atividade antileishmania in vitro  

Para a avaliação da atividade antileishmania in vitro, foram utilizadas formas 

promastigotas de L. amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8), criopreservadas no criobanco do 

Laboratório de Leishmaniose e Doenças de Chagas/COSAS/INPA. O cultivo dos parasitas 

foi realizado em meio RPMI 1640 completo, suplementado com 10% de soro fetal bovino 

inativado (SFBi) e 50 µg.mL-1 de antibiótico (gentamicina), sendo incubados a 25 ºC, 

conforme metodologia descrita por Jaffe e colaboradores(14). As culturas obtidas foram 

então utilizadas nos bioensaios. 

A atividade antileishmania das MEs contendo a fração resinosa de Copaíba foi 

determinada por meio da avaliação da inibição do crescimento e mortalidade das formas 

promastigotas. As amostras foram previsamente filtradas, diluídas em meio de cultura e 

testadas em concentrações seriadas que variaram de 100 a 6,3 µg.mL-1. Como controle 

negativo, utilizou-se dimetilsulfóxido (DMSO) a 1%, e como controle positivo, Glucantime® 

(antimoniato de meglumina), nas concentrações seriadas de 100 a 6,3 µg.mL-1.  

As placas de bioensaio, contendo promastigotas, controles e amostras-teste, foram 

incubadas em estufa a 25 ºC, durante um período de 24 a 72 horas. Os bioensaios foram 

realizados em triplicata e a média do número de células vivas foi utilizada para calcular a 

IC50, conforme descrito por Comandolli-Wyrepkowski e colaboradores(15). 

Para a análise estatística, os dados de proliferação parasitária forama ajustados a 

curvas sigmoidais utilizando o software GraphPad Prism 8.0, com análise dos respectivos 

intervalos de confiança (95%) e coeficientes de determinação linear. Ressalta-se que este 
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experimento não requer aprovação de Comitê de Ética, uma vez que não envolve a 

utilização de seres humanos nem de animais de experimentação, sendo realizado 

exclusivamente com parasitas de referência.  

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

O processo de beneficiamento industrial da oleorresina de Copaíba envolve a 

extração do óleo essencial volátil, bastante valorizado na indústria de cosméticos, 

especialmente na produção de perfumes e essências. Entretanto, é sabido que a fração 

resinosa costuma ser descartada no processo após a extração do óleo volátil, mesmo a 

despeito da presença de componentes na fração resinosa com comprovada atividade 

antileishmania, dentre outras igualmente importantes. Dessa forma, este trabalho teve 

como objetivo  desenvolver sistemas MEs aproveitando a fração resinosa do óleo de 

Copaíba e avaliar sua atividade in vitro frente a espécie L. amazonensis (Protozoa: 

Kinetoplastida: Trypanosomatidae). 

Após a preparação das MEs contendo a fração resinosa, todas as formulações e 

seus respectivos placebos foram caracterizados (Tabela 2). Tanto a ME10 quanto a ME20 

apresentaram maior densidade que seus placebos, o que demonstra que o aumento da 

concentração da fração resinosa na fase oleosa da ME aumenta a densidade do sistema.  

 
Tabela 2. Caracterização físico-química das formulações microemulsionadas contendo 10% (ME10) e 20% 

(ME20) da fração resinosa da oleorresina de Copaíba, e seus respectivos placebos (ME10-p e ME20-p). 

Formulação ME10 ME10-p ME20 ME20-p 

pH 5,86 ± 0,03 5,55 ± 0,02 5,50 ± 0,05 4,99 ± 0,02 
Densidade (g/mL) 0,943 ± 0,002 0,914 ± 0,001 0,944 ± 0,006 0,915 ± 0,000 
Viscosidade (cP) 120,8 ± 19,1 147,9 ± 3,6 241,7 ± 14,4 54,2 ± 7,2 

IR 1,424 ± 0,001 1,420 ± 0,000 1,440 ± 0,001 1,427 ± 0,001 
Transmitância (%) 81,5 ± 0,1 98,7 ± 0,6 48,6 ± 0,3 99,6 ± 0,7 

Condutividade (mS/cm) 0,005 ± 0,001 0,002 ± 0,000 0,005 ± 0,000 0,002 ± 0,000 
Potencial Zeta (mV) -8,6 ± 0,9 - 7,4 ± 0,8 - 48,9 ± 0,7 - 11,0 ± 1,0 

Diâmetro médio (nm) 193,4  293,4  344,9 298,2 
IP 0,251 0,183 0,228 0,281 

 
O pH é uma característica físico-química importante, pois desempenha papel 

fundamental na manutenção da homeostase do estrato córneo, regula a permeabilidade da 

barreira cutânea e influencia a resposta antimicrobiana da pele, além de interferir na 

estabilidade dos fármacos veiculados na formulação. Produtos destinados à aplicação na 

pele devem ter pH levemente ácido, entre 4 e 6, que corresponde à faixa do pH normal da 

pele. Produtos alcalinos podem causar irritação e alterar a microbiota cutânea(16). Todas as 



DOI:  
Revista Amazônia Science & Health  
2025 Vol. 13, Nº 4 

COSTA, AS; SILVA, ADS; HANADA, RSB; GOMES, WR; LIMA, ES; 
FRANCO, AMR; JENSEN, BB; SANTOS, KSCR. 
Desenvolvimento e avaliação da atividade antileishmania de 
microemulsão contendo a fração resinosa da oleorresina de Copaíba. 

A   

 

 

107 

MEs produzidas apresentaram pH variando entre 4,99 e 5,86, sendo que o pH mais ácido 

foi observado na ME20-p, devido à maior concentração de ácido oleico em sua composição. 

Quanto à viscosidade das formulações, todas as MEs produzidas eram fluidas, com 

valores variando entre 54,2 e 241,7 cP, o que garante boa fluidez e espalhabilidade das 

formulações na pele. Também pode ser evidenciado que a adição da resina de Copaíba 

eleva a viscosidade do sistema, pois ME20 mostrou-se ligeiramente mais viscosa que seu 

respectivo placebo. 

O índice de refração das MEs é influenciado pela composição do sistema, como 

resultado da proporção do componente com o maior índice de refração. Os valores de 

referência do índice de refração dos componentes puros são: 1,333 para a água; 1,361 

para o etanol; 1,459 a 1,463 para o ácido oleico e 1,468 para o Tween 20(17). O índice de 

refração medido para a oleorresina de Copaíba foi de 1,508 para a matéria-prima bruta, 

1,524 para a fração resinosa após a etapa de hidrodestilação, e 1,490 para a mistura entre 

a fração resinosa com ácido oleico (1:1). A ME20 foi a formulação que apresentou o maior 

índice de refração (1,440), por possuir o maior teor da fração resinosa de Copaíba (20%), 

que é componente de maior índice de refração (1,524). As outras formulações 

apresentaram índices de refração semelhantes, variando entre 1,420 e 1,427, e que estão 

muito próximos dos valores do ácido oleico (1,459 - 1,463) e do Tween 20 (1,468), cujos 

percentuais somados chegam a 40% na ME10 e 65% na ME20-p. 

Por definição, as MEs são sistemas macroscopicamente transparentes, que se 

formam espontaneamente sob leve agitação. Para avaliar a transparência das formulações, 

as amostras foram analisadas em Espectrofotômetro de UV para medir a transmitância, e 

as formulações placebo apresentaram transmitância superior a 98,7%, confirmando a alta 

transparência e homogeneidade características das MEs (Figura 1).  

 

Figura 1. Fotografia das formulações microemulsionadas contendo 10% (ME10) e 20% (ME20) da fração 
resinosa da oleorresina de Copaíba, e seus respectivos placebos (ME10-p e ME20-p), demonstrando a 
transparência dos sistemas obtidos. 
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Já as formulações contento a resina de Copaíba, de coloração acastanhada, tiveram 

acentuada queda na transparência do sistema. Quanto maior o teor da oleorresina, menor 

a transparência da formulação, que foi de 48,6% para a ME20, (que contém 20% da fração 

resinosa) e 81,5% para a ME10 (que contém 20% da fração resinosa). De fato, a presença 

de pigmentação em MEs coloridas pode diminuir a transmitância resultante, uma vez que 

os pigmentos podem absorver em determinados comprimentos de onda, ou, simplesmente, 

podem dispersar a luz incidente(18). 

MEs do tipo O/A costumam apresentar maior condutividade porque apresentam 

água como fase externa, que é melhor condutora de corrente elétrica do que o óleo. Dessa 

forma, MEs com fase externa oleosa (tipo A/O) expressam baixa condutividade elétrica, e 

estruturas bicontínuas apresentam condutividade elétrica variável, pois tanto o óleo quanto 

a água formam redes lamelares contínuas na microestrutura(19). A baixa condutividade 

medida para as formulações (entre 0,002 e 0,005 mS) já era esperada como consequência 

do baixo conteúdo de água (10 a 20%) e pelo emprego de um tensoativo não iônico (Tween 

20) na composição. As formulações ME10 e ME20, que contém a fração resinosa da 

Copaíba, apresentaram condutividade maior (0,005 mS) que as formulações placebo 

ME10-p e ME20-p (0,002 mS), o que sugere que a oleorresina possui substâncias 

ionizáveis capazes aumentar a condutividade dos sistemas. Além disso, a baixa 

condutividade indica que as MEs desenvolvidas podem ser microestruturas do tipo A/O ou 

bicontínuas. Entretanto, a realização do teste de diluição (Figura 2) mostra que ME10-p e 

ME10 são estruturas bicontínuas, pois as MEs perdem a transparência e ficam turvas tanto 

pela adição de excesso de água (tubos 1 e 3) quanto pelo excesso de óleo (tubos 2 e 4), 

demonstrando que não há uma fase externa dispersante bem definida. Já as formulações 

microemulsionadas ME20-p e ME20, que ficam turvas pela adição de excesso de água 

(tubos 5 e 7), mas permanecem transparentes pela adição de excesso de óleo (tubos 6 e 

8), demonstram que a microestrutura se organiza em gotículas do tipo A/O, onde a fase 

externa oleosa é facilmente dispersa pelo acréscimo de óleo, sem afetar a transparência.  

A transparência exibida pelas MEs se deve ao fato de sua microestrutura não 

oferecer resistência à passagem do feixe luminoso, uma vez que o diâmetro médio das 

gotículas é menor que o comprimento de onda do espectro da luz visível, que varia entre 

400 e 800nm. Entretanto, existem divergências na literatura quanto ao diâmetro médio que 

o sistema deve alcançar para ser caracterizado como ME. A maior parte das revisões 

bibliográficas afirmam que o diâmetro deve ser inferior a 100 nm(20), característica esta 
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facilmente alcançada pelos sistemas coloidais micelares; porém, há relatos na literatura de 

que as MEs podem ter diâmetro médio variando entre 100 e 400 nm(21), o que é mais 

coerente para contemplar a variedade e a complexidade das microestruturas nas quais uma 

ME pode se organizar, de acordo com a proporção entre seus componentes.  

 
Figura 2: Teste de diluição: ME10-p diluída em água (1) e em óleo (2); ME10 diluída em água (3) e em óleo 
+ barra magnética (4); ME20-p diluída em água (5) e em óleo (6); e ME20 diluída em água (7) e em óleo (8). 

    
 

 

O diâmetro médio das gotículas pode ser determinado pela técnica do espalhamento 

de luz dinâmico (DLS), que exige a diluição prévia da amostra em meio líquido. Apesar das 

MEs serem formulações líquidas, fluidas e transparentes, ainda se faz necessária a diluição 

da amostra, de acordo com a sensibilidade do sinal do equipamento, razão pela qual essa 

técnica se aplica melhor ao estudo de dispersões coloidais micelares simples de A/O ou 

O/A. Microestruturas mais complexas, como sistemas cilíndricos, hexagonais ou lamelares 

bicontínuos, fatalmente serão desorganizadas pela diluição com o aumento do volume de 

uma das fases, seja esta aquosa ou oleosa(21). Como as MEs ensaiadas não apresentavam 

fase externa aquosa (ME10 é bicontínua e ME20 é do tipo A/O, com provável arranjamento 

cilíndrico), a diluição com água antes da leitura altera a microestrutura do sistema, fato este 

que explica o motivo pelo qual alguns autores que estudam sistemas bicontínuos tem 

optado por não realizar a determinação do diâmetro médio das MEs por DLS(20). Entretanto, 

mesmo a despeito dessa reorganização da microestrutura após a diluição, as amostras 

foram submetidas ao Zetasizer (Tabela 2 e Figura 3) e os resultados para o diâmetro médio 

das gotículas encontravam-se na escala nanométrica, variando de 193,4 a 344,9 nm, com 

baixos índices de polidispersibilidade (IP) que significam sistemas monodispersos. 

Resultados semelhantes foram alcançados por Araújo e colaboradores(22), que estudaram 

MEs com proporções variadas entre os componentes - Labrasol e Plurol Oleique (3:1), 

oleato de etila e água - para gerar sistemas A/O, O/A e bicontínuos, onde as MEs A/O 
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também geraram gotículas com diâmetro maior que a diluição das estruturas bicontínuas, 

que foram de, respectivamente, 354 e 106 nm, após a incorporação do princípio ativo 

estudado (ácido 5-aminolevulínico). 

 

Figura 3. Análise da distribuição e determinação do diâmetro médio de gotículas (após diluição em água) 
das formulações microemulsionadas contendo 10% (ME10) e 20% (ME20) da fração resinosa da 

oleorresina de Copaíba, e seus respectivos placebos (ME10-p e ME20-p). 
ME10 

 

ME10-p 

 

 
ME20 

 

 
ME20-p 

 

 

O potencial zeta é definido como a diferença de carga existente na interface entre as 

cargas aderidas em uma partícula em suspensão e a camada de cargas presentes no fluído 

que se move ao redor dela. Dessa forma, o potencial zeta pode ser utilizado para prever a 

estabilidade de sistemas coloidais, de modo que quanto maior for o módulo da diferença de 

cargas (com carga positiva ou negativa), maior será a repelência entre as partículas, 

evitando fenômenos de floculação e coalescência, que levam à instabilidade e separação 

de fases de sistemas emulsionados(23). A Tabela 2 mostra valores de potencial zeta 

negativos, onde a adição da fração resinosa da oleorresina de Copaíba aumentou o 

potencial zeta, que foi passou de -7,4 para -8,6 mV na ME10-p, e de -11,0 para -48,9 mV 

na ME20-p. Isso demonstra que a incorporação da oleorresina não compromete a 

estabilidade do sistema, uma vez que a repelência entre os glóbulos aumenta com a 

proporção da oleorresina. 

Os resultados obtidos para a atividade antileishmania in vitro das MEs estão 

apresentados nas Figuras 4 a 6 e Tabela 3. Na Figura 4, observa-se o comportamento da 

cultura parasitária na ausência do fármaco (controle negativo), com redução espontânea 
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da população de promastigotas. A adição do controle positivo (Glucantime®) promoveu 

efeito inibitório crescente conforme o aumento da concentração, indicando a ação dose-

dependente sobre a proliferação parasitária. 

 
Figura 4. Atividade em 24 e 48 horas do Controle positivo (Glucantime®) e negativo, testados em ensaio 

biológico in vitro contra L. amazonensis. 

 
 
 
    
 
 
 

 
 
 
Na Figura 5A, observa-se que o placebo ME10-p apresentou efeito antileishmania 

significativo, sendo capaz de inibir totalmente a forma promastigota nas concentrações mais 

elevadas. Curiosamente, a menor concentração testada de ME10-p mostrou um efeito 

comparável à maior concentração de Glucantime®. Os Tweens são surfactantes com 

reconhecido potencial leishmanicida, e por estarem presentes na proporção de 25 a 30% 

de todas as MEs, explicam a atividade leishmanicida apresentada pelo próprio placebo(24), 

além de potencializarem a ação dos componentes da oleorresina de Copaíba. De fato, a 

ME10 (Figura 5B) demonstrou um efeito leishmanicida superior ao placebo nas primeiras 

24 horas, o que reforça os resultados obtidos por Santos et al.(7) e Moraes et al.(25), que 

demonstraram que a porção resinosa da oleorresina de Copaíba também apresenta 

atividade leishmanicida, uma vez que esta é composta majoritariamente por diterpenos 

como ácidos copálico, hardwickiico, agático e caurenóico(5). Após 48 horas, os efeitos da 

ME10 e da ME10-p tornaram-se similares, sugerindo ação inicial mais pronunciada da 

formulação com Copaíba. 

 
Figura 5. Atividade em 24 e 48 horas de: (A) ME placebo (ME10-p) e (B) ME contendo 10% da fração 

resinosa da oleorresina de Copaíba (ME10), testadas em ensaio biológico in vitro contra L. amazonensis.  
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Conforme apresentado na Figura 6 (A e B), ambas as MEs testadas foram capazes 

de inibir 100% da forma promastigota do parasita, mas a ME20 (com maior concentração 

da fração resinosa da Copaíba) demonstrou maior atividade antileishmania em relação ao 

seu placebo, ME20-p.  

 
Figura 6. Atividade em 24 e 48 horas de: (A) ME placebo (ME20-p) e (B) ME contendo 20% da fração 

resinosa da oleorresina de Copaíba (ME20), testadas em ensaio biológico in vitro contra L. amazonensis.  

                                            
 

 
 
 
 
 
 
 

É importante destacar que, apesar da ME20 apresentar maior concentração da 

fração resinosa de Copaíba (20%), a ME10 (10%) mostrou-se mais ativa, uma vez que 

inibiu 100% da proliferação de promastigotas em concentrações superiores a 25 µg/mL 

(Figura 5A), ao passo que ME20 só inibiu 100% em concentrações acima de 50 µg/mL 

(Figura 6A). Essa diferença de desempenho também pode ser observada na Tabela 3, que 

mostra a diferença de valores calculados para a Concentração Inibitória da multiplicação 

de metade da população de parasitas (IC50) de cada formulação, onde o placebo ME20-p 

tem IC50 cerca de duas vezes maior (12,7 µg/mL) que o do placebo ME10-p (6,6 µg/mL).  

 

Tabela 3. Valores calculados de IC50 contra promastigotas de L. amazonensis, das formulações 
microemulsionadas contendo 10% (ME10) e 20% (ME20) da fração resinosa da oleorresina de Copaíba, e 
seus respectivos placebos (ME10-p e ME20-p). 

Formulação 
IC50 (µg.mL-1) 

24h 48h 

ME10 2,7 5,2 
ME10-p 6,6 4,3 
ME20 4,7 6,9 

ME20-p 12,7 5,7 
Glucantime® 67,12 >100 

 
Como ME10-p mostrou-se mais ativo que ME20-p, fica evidente que a diferença na 

potência da atividade antiparasitária também está relacionada ao tipo de veículo, e não 

somente à concentração da oleorresina de Copaíba. De fato, vários trabalhos têm 

demonstrado que a quantidade de água na composição das MEs interfere na capacidade 

de permeação das estruturas celulares(20), de forma que ME10 e ME10-p, por possuírem 

A B 
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20% de água na composição, possuem maior capacidade de permeação da célula 

parasitária que ME20 e ME20-p, que só possuem 10% de água. Portanto, ME10 parece ter 

o equilíbrio ideal entre a capacidade de permeação e a concentração de resina de Copaíba, 

com maior potencial terapêutico que o Glucantime® para o tratamento tópico das 

manifestações clínicas da LT. 

 

 
4. CONCLUSÃO 

4. CONCLUSÃO 

 

Todas as MEs testadas foram eficazes na inibição completa da proliferação do 

parasita L. amazonensis. A fração resinosa do óleo de Copaíba demonstrou atividade 

antileishmania superior à do medicamento de referência, Glucantime®, especialmente na 

formulação ME10, que apresentou o maior potencial leishmanicida graças ao seu maior 

conteúdo de água, que aumenta a permeação celular. 

Além disso, a combinação de Tween 20, com reconhecida atividade antiparasitária, 

e a oleorresina de Copaíba, rica em compostos cicatrizantes e anti-inflamatórios, mostra-

se promissora para o desenvolvimento de uma formulação tópica inovadora, de baixo custo 

e com menos efeitos adversos. As MEs, por apresentarem dimensões nanométricas, 

favorecem uma maior penetração celular, contribuindo não apenas para o combate ao 

parasita, mas também, para a regeneração do tecido lesionado. Esses achados sustentam 

o potencial dessas formulações como alternativa terapêutica eficaz e sustentável no 

tratamento de infecções cutâneas da LT. 
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