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RESUMO 

 

A leishmaniose é causada por parasitas do gênero Leishmania da família Trypanosomatidae, 

transmitidos através do flebotomíneo fêmea da ordem Díptera, que infecta as células do 

sistema imunológico do hospedeiro. O tratamento atual é baseado principalmente em 

antimoniais pentavalentes, entretanto possui um alto custo, toxicidade e tratamentos 

prolongados. O derivado 2-aminotiofênico (SB-83), um candidato a fármaco leishmanicida, 

apresentou melhores resultados e mais seletividade, sendo 840 vezes mais benigno para 

macrófagos murinos e de 14,84 vezes mais benigno para eritrócitos humanos, quando 

comparado ao antimoniato de meglumina (Glucantime®) .As nanopartículas poliméricas (NP) 

surgem como uma alternativa para o encapsulamento de fármacos e agentes biológicos ativos 

devido a sua capacidade de acumular-se em órgãos ricos em macrófagos e potencializar o 

efeito do agente encapsulado. Essas NP apresentam destaque no tratamento contra a 

leishmaniose, pois os fagócitos captam as NP e se acumulam nos órgãos atingidos pela 

parasitose, direcionando a entrega do medicamento ao local alvo. Nesse contexto, esse estudo 

teve como objetivo desenvolver um sistema nanoparticulado contendo o derivado SB-83 para 

direcionar o fármaco para dentro dos macrófagos infectados para o tratamento da 

leishmaniose. Inicialmente, foi realizado a validação analítica do método de quantificação do 

fármaco por espectrofotometria de UV-Vis, em seguida foram desenvolvidas as 

nanopartículas de poli (ácido láctico) (PLA) contendo o SB-83 por duas técnicas: 

nanoprecipitação e emulsão simples (O/A) seguidas de evaporação do solvente. Além disso, 

foi avaliado as características morfológicas e físico-químicas das nanopartículas. Os 

resultados da validação analítica por espectrofotometria do SB-83 demonstraram que o 

método apresentou especificidade para o ponto médio da curva (DPR≤ 3,90%), foi exato 

(0,1758 ± 0,9518 e p < 0,01), e preciso (DPR < 5% e p > 0,05). Além disso, o método foi 

linear e robusto para as condições testadas.  E por fim, os resultados da caracterização 

morfológica e físico-química das nanopartículas propõem que a presença do SB-83 contribuiu 

para aumentar o tamanho das partículas (205,7 ± 4,75 nm), no qual apresentou um potencial 

zeta negativo (-20,4 ± 0,65 mV) e índice de polidispersão de 0,274 ± 0,04 e uma eficiência de 

encapsulação de 62,7% ± 0,12 e 88,9% ± 0,87 pelo método direto e indireto, respectivamente. 

Assim, este trabalhou demonstrou que as nanopartículas contendo o SB-83 pode se tornar 

uma futura alternativa terapêutica para o tratamento da leishmaniose.   

 

Palavras-chave: leishmaniose; derivado 2-amino-tiofênico; nanopartículas poliméricas. 
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ABSTRACT 

The leishmaniasis is caused by parasites of the Leishmania genus of the Trypanosomatidae 

family, transmitted through the female sand fly of the order Diptera, which infects the cells of 

the host's immune system. The current treatment is based mainly on pentavalent antimonials, 

however it has a high cost, toxicity and prolonged treatments. The 2-aminothiophenic 

derivative (SB-83), a leishmanicidal drug candidate, showed better results and more 

selectivity, being 840 times more benign for murine macrophages and 14.84 times more 

benign for human erythrocytes, when compared to meglumine antimoniate (Glucantime®). 

Polymeric nanoparticles (NP) appear as an alternative for the encapsulation of active 

pharmaceuticals ingredients due to their capacity to accumulate in macrophage-rich organs 

and potentiate the effect of the encapsulated agent. These PN are highlighted in the treatment 

against leishmaniasis, as the phagocytes capture the NP and accumulate in the organs affected 

by the parasitosis, directing the drug to the target site. In this context, this study aimed to 

develop a nanoparticulate system containing the SB-83 derivative to direct the drug into 

infected macrophages for the treatment of leishmaniasis. Initially, the analytical validation by 

spectrophotometry of the drug was performed, then the poly (lactic acid) (PLA) nanoparticles 

containing the SB-83 were produced by two techniques: nanoprecipitation and simple 

emulsion (O/A) followed by solvent evaporation. Furthermore, the morphological and 

physicochemical characterization of the nanoparticles was evaluated. The results of the 

analytical validation by spectrophotometry of the SB-83 demonstrate that the method showed 

specificity for the midpoint of the curve (DPR≤ 3.90%), it was exact (0.1758 ± 0.9518 - p < 

0.01) and precise (DPR < 5% and p > 0.05). Furthermore, the method was linear and robust to 

the conditions tested. Finally, the results of the morphological and physicochemical 

characterization of the nanoparticles propose that the presence of SB-83 contributed to 

increase the particle size (205.7 ± 4.75 nm), with a negative zeta potential (- 20.4 ±0.65 mV) 

and polydispersity index of 0.274 ± 0.04 and an encapsulation efficiency of 62.7% ± 0.12 and 

88.9% ± 0.87 by the direct and indirect methods, respectively. Thus, this work demonstrated 

that nanoparticles containing SB-83 can become a future therapeutic alternative for the 

treatment of leishmaniasis. 

 

Keywords: leishmaniasis; amino-thiophene derivative; polymeric nanoparticles. 
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1 INTRODUÇÃO 

A Leishmaniose é uma doença parasitária negligenciada, causada por protozoários 

da família Trypanosomatidae, do gênero Leishmania, transmitidos pela picada da fêmea 

infectada do inseto vetor, flebotomíneo. Estima-se que a leishmaniose afeta 12 milhões de 

pessoas no mundo e 2 milhões de novos casos anualmente nos países endêmicos. Apesar 

de estar concentrada em países pobres e rurais do subcontinente indiano, América Central 

e do Sul, Norte e Leste da África e Oriente Médio, a leishmaniose também é endêmica em 

países do mediterrâneo (VANDEPUTTE et. al., 2020). 

O tratamento tradicional utilizado para leishmaniose visceral e cutânea são os 

antimoniais pentavalentes, o antimoniato de meglumina (Glucantime®) e estibogluconato 

de sódio (Pentostan®), entretanto, esses medicamentos apresentam sérios efeitos 

colaterais, destacando-se a cardiotoxicidade, pancreatite e nefrotoxicidade (NAFARI et. 

al., 2020). Outros medicamentos, como a Anfotericina B (AmB), a miltefosina, a 

pentamidina e a paromicina, também são utilizados no tratamento da doença, porém, assim 

como os antimoniais, apresentam efeitos adversos graves (FREITAS-JUNIOR et al., 

2012). Além disso, a terapia atual é insatisfatória pois há relatos de resistência entre os 

parasitas e ainda não há nenhuma vacina disponível (OSPINA-VILLA et. al., 2019). Dessa 

forma, a necessidade de novos fármacos para o tratamento da leishmaniose é substancial e 

vem crescendo nos últimos anos (RODRIGUES et al., 2015). 

Nesse contexto, um grupo tem despertado a atenção nas pesquisas de novos 

medicamentos para o tratamento da leishmaniose, os derivados do núcleo tiofeno, cujo 

núcleo de tiofeno é ligado a grupamentos amina, devido a versatilidades de atividades 

farmacológicas reportadas, entre elas a atividade leishmanicida encontrada em derivados 

amino tiofênicos extraído de plantas. Além disso, exibe atividades anti-inflamatórias, 

antitumorais, antinociceptiva, anticonvulsivante e antiarrítmicas (TAKAHASHI et al., 

2011; KAPIL; SINGH; SILAKARI, 2018). Rodrigues e colaboradores (2018) sintetizaram 

uma série de 10 derivados 2-amino-tiofeno e avaliaram o efeito em cepas promastigotas e 

amastigotas de Leishmania amazonensis e a citotoxicidade em macrófagos murinos e 

hemácias humanas. Destes, o derivado 2-aminotiofênico (SB-83), demonstrou os melhores 

resultados, com o melhor índice de seletividade, sendo 840 vezes mais benigno para 

macrófagos murinos e 14,5 vezes mais benigno para eritrócitos humanos quando 

comparado ao fármaco de referência antimoniato de meglumina (Glucantime ®) 

(RODRIGUES et al., 2018). 
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Nos últimos anos, os sistemas nanotecnológicos para liberação de fármacos foram 

utilizados para melhorar a eficácia de diversos medicamentos no tratamento de várias 

doenças (AMINU et. al., 2020). Atualmente existem vários tipos de sistemas de liberação 

de fármacos para o tratamento de várias doenças, como: as nanopartículas poliméricas, 

nanopartículas inorgânicas, nanopartículas lipídicas sólidas, nanogéis, micelas, 

nanocristais, lipossomas, nanocomplexos, dendrímeros, nanocápsulas, nanofibras, 

nanotubos e matrizes de suporte (AMINU et. al., 2020). As nanopartículas apresentam 

destaque por apresentar como vantagem a capacidade de aumentar a permeabilidade 

celular do fármaco, reduzir a quantidade e frequência de doses, aumentar o tempo de meia 

vida, além de aumentar a eficácia e controlar a liberação do ativo nanoencapsulado (EL-

SAY; EL-SAWY, 2017; DE SOUZA et al., 2018; GEORGE; SHAH; SHRIVASTAV, 

2019). 

Vale ressaltar que os macrófagos captam as nanopartículas através de mecanismos 

fagocíticos por meio de receptores que internalizam os patógenos no macrófago, onde a 

Leishmania reside (MOSAIAB et. al., 2019). Sendo assim, para o tratamento da 

leishmaniose, as nanopartículas são captadas pelos fagócitos, e acumulados no fígado e no 

baço (órgãos atingidos principalmente na leishmaniose visceral), logo, a entrega das 

nanopartículas direcionadas aos macrófagos, faz com que a droga se acumule nos órgãos 

afetados, atingindo estrategicamente o parasita (SARWAR et. al., 2017). Portanto, as 

nanopartículas poliméricas podem ser utilizadas como sistema de liberação passiva de 

fármacos e aprimora a biodisponibilidade dos medicamentos (AKBARI, ORYAN; 

HATAM, 2017).    

Neste aspecto, esse trabalho objetivou desenvolver, validar e encapsular um 

sistema nanoparticulado para veiculação do amino tiofeno SB-83, com a finalidade de 

diminuir os efeitos colaterais, de forma a direcionar o fármaco para dentro dos macrófagos 

infectados onde a Leishmania reside, visando direcionar o tratamento da leishmaniose para 

uma futura utilização clínica.  
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2 FUNDAMENTAÇÃO TÉORICA 

 

2.1 Leishmaniose 

 A leishmaniose é uma doença causada por mais de vinte espécies de 

Trypanosomatidae, do gênero Leishmania, no qual sua transmissão se dá através da picada do 

mosquito fêmea infectado que se alimenta principalmente do sangue de mamíferos, entre os 

quais se destacam os humanos e cães. Essa parasitose está amplamente presente nas regiões 

tropicais e subtropicais, possuindo um grande risco de coinfecção em algumas áreas. A 

leishmaniose é considerada uma doença negligenciada, sendo um problema de saúde pública 

com poucos avanços terapêuticos, apesar de amplos estudos e pesquisas conduzidas 

relacionadas aos causadores da doença (ALCÂNTARA, et. al., 2018). 

Vale ressaltar que uma das principais causas dos aparecimentos de parasitoses 

negligenciadas, é decorrente do desequilíbrio ambiental criado pela invasão do homem aos 

hábitats naturais dos vetores e reservatórios silvestres da doença. Desse modo, em uma escala 

evolutiva, o homem tornou-se o seu reservatório e a doença tornou-se uma antropozoonose, 

que é uma doença que atinge primariamente animais e pode ser transmitida para humanos. 

Além disso, o número crescente de casos está relacionado ao aumento do desmatamento 

aliado ao crescimento da urbanização. E além da resistência aos medicamentos, a falha na 

cobertura dos serviços de saúde para controlar os vetores da doença em países mais pobres é 

um dos grandes dificultadores na adoção de medidas de controle da doença (VANDEPUTTE 

et. al., 2020). 

Em humanos, a leishmaniose se apresenta de três formas: visceral que é a forma mais 

grave e letal, cutânea apresentando úlceras que podem persistir por um longo período e 

monocutânea causando lesões na boca, nariz ou mucosa genital (SÁNCHEZ-MORENO, et. 

al., 2012). A leishmaniose visceral pode causar a morte no indivíduo, e mesmo com acesso ao 

tratamento, apresenta taxas de letalidade entre 10 e 20% (ALVAR, 2012). O período de 

incubação da leishmaniose visceral é de cerca de 2 semanas a 18 meses, podendo apresentar 

reações inflamatórias nas vísceras e depois ocasionar lesões cutâneas iniciais. A mortalidade 

representa cerca de 75% a 95% dos casos (READY, 2014).   

O ciclo de vida da Leishmania divide-se em dois estágios: a forma promastigota e 

amastigota (Figura 1). Inicialmente o flebotomíneo infectado injeta os promastigotas 

metacíclicos na pele do mamífero, que são fagocitados por macrófagos mediados por 

receptores de superfície (FcγRI e FcγRIII); cerca de 48 horas depois os promastigotas se 
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transformam na forma amastigota intracelular no qual se replicam em fagócitos adicionais, 

espalhando a doença (fase silenciosa); posteriormente os neutrófilos são recrutados para o 

local infeccionado e os promastigotas extracelulares entram nos macrófagos mediados 

predominantemente pelo receptor do complemento 3 (CR3) ou pelos receptores CR1, 

receptores Toll-like (TLR) -1, −2, −4 e −6, os receptores de fibronectina, necrófago e manose 

para promover a fagocitose; cerca de 3 semanas depois, ocorre uma cascata inflamatória com 

influxo dos neutrófilos derivados dos monócitos inflamatórios e células dendríticas que 

sucessivamente ativam as células T específicas do antígeno (fase clínica), provocando a 

resposta imune adaptativa contra a Leishmania (STEBUT; TENZER, 2018; DIXIT et. al., 

2021). 

  

Figura 1 - Ciclo biológico da leishmaniose 

 

FONTE: https://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/biology.html, acesso em: 27/09/2021. 

 

Conforme a Figura 2, cerca de 90% dos parasitas são mortos pelo sistema 

complemento. Os parasitas utilizam a opsonização C3 para serem engolfados por macrófagos 

via CR3 e depois se replicam. As células dendríticas internalizam o parasita via FcγRI e 

FcγRIII.  Os macrófagos reestimulam as células T CD4+ via MHC de classe II. As DC são 

ativadas após a infecção e apresentam antígeno de Leishmania nas vias MHC classe I / II e 

promovem o priming de células T (STEBUT; TENZER, 2018). 
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Figura 2 - Mecanismo imunológico contra a Leishmania 

 

FONTE: STEBUT; TENZER, 2018 

 

 E em relação a patogenicidade, os parasitas proliferam em células do sistema 

fagocitário mononuclear, principalmente em macrófagos, já que são abundantes no baço e no 

fígado e, consequentemente, a infecção causa aumento nesses os órgãos (READY, 2014). 

 

2.2 Tratamento atual para a leishmaniose 

As terapias convencionais para a leishmaniose apresentam inúmeros efeitos adversos 

sistêmicos, elevada toxicidade e alto custo. Portanto, o desenvolvimento de novos 

medicamentos, mais eficientes e com menos efeitos adversos contra a leishmaniose é uma 

necessidade urgente (PRASANNA et. al., 2021). 

Atualmente, entre os tratamentos mais utilizados contra à leishmaniose, estão os 

antimoniais pentavalentes, destacando-se o estibogluconato de sódio (Pentostam®) e o 



  

18 

 

antimoniato de meglumina (Glucantima®). No entanto, em altas concentrações o 

medicamento apresenta elevada toxicidade e em dosagem baixa favorece a resistência 

parasitária (RODRIGUES et. al., 2018). Adicionalmente, estes causam vários efeitos 

adversos, incluindo náuseas, vômitos, diarreia, erupções cutânea, tonturas, arritmia cardíaca, 

hipotensão, hepatite e pancreatite. Dessa forma, outras moléculas foram avaliadas como 

leishmanicidas, dentre elas, as pentamidinas que foram eficazes contra a leishmaniose 

tegumentar, porém, em altas doses causou diabetes mellitus; o Fluconazol, anfotericina B e 

miltefosina, que além da sua toxicidade, teve sua eficácia limitada, não sendo úteis contra a 

forma mais grave da doença, a leishmaniose visceral (SÁNCHEZ-MORENO et. al., 2012). 

Outros agente terapêuticos como a paromomicina , sitamaquina e miltefosina também 

apresentam uma alta toxicidade, aumento da resistência aos medicamentos e alto custo de 

produção (PRASANNA et. al., 2021). Além disso, não existe nenhuma vacina registrada 

disponível. 

O medicamento atual de primeira linha para a leishmaniose visceral é o antimoniato de 

meglumina, porém, o seu uso está atrelado a uma alta toxicidade e baixa adesão do paciente 

devido aos longos regimes posológicos (CARVALHO et. al., 2020). Por outro lado, o 

antifúngico anfotericina B (AmB) que é a segunda linha de escolha para o tratamento da 

leishmaniose visceral é eficaz contra as duas formas dos parasitas (promastigotas e 

amastigotas) que por meio de uma ligação ao ergosterol (na membrana celular do parasita), 

aumenta a permeabilidade celular e o influxo de íons, danificando a maquinaria celular e 

matando o parasita, porém, o que limita a sua eficácia é que este medicamento apresenta uma 

elevada toxicidade. Vale ressaltar ainda que em algumas espécies, devido a uma diferença do 

precursor do ergosterol, pode ocasionar falha na ligação da AmB em se ligar à membrana do 

parasita, resultando em uma resistência aos medicamentos (KAMMONA; TSANAKTSIDOU, 

2021; SINGH et. al., 2019). Sendo assim, o tratamento com AmB tornou-se restrito devido à 

sua toxicidade elevada visto que causa reações adversas como: nefrotoxicidade e reações à 

infusão (KUMAR SINGH et. al., 2020). 

O desenvolvimento de uma formulação lipossomal (AmBisome®) menos tóxica para 

o tratamento da leishmaniose visceral foi proposta pela OMS a fim de contornar os efeitos 

adversos do AmB, pois estrategicamente os lipossomas se acumulam no local infectado, 

aderindo à superfície celular do parasita, liberando AmB que está associado na bicamada 

lipídica, permitindo a administração de altas doses. No entanto, o elevado custo dessa 

formulação limita e dificulta esse tratamento, principalmente para os indivíduos em situação 

about:blank
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mais vulnerável de pobreza, onde há uma maior incidência de casos de leishmaniose 

(KAMMONA; TSANAKTSIDOU, 2021). Portanto, o tratamento da leishmaniose apresenta 

efeitos pouco satisfatórios, pois a maioria dos IFA (insumo farmacêutico ativo) exibem efeitos 

adversos graves e o aumento da resistência do parasita reduz muito sua sensibilidade a essas 

drogas (RODRIGUES et. al., 2015). 

Sabe-se que as Leishmanias são parasitas intracelulares que conseguem sobreviver em 

macrófagos no retículo-endotelial, assim, a Leishmania se liga aos receptores da superfície do 

macrófago, gerando uma invasão fagocítica do promastigota (Figura 2).  Os macrófagos 

expressam na sua superfície diversos receptores de engolfamento que podem se ligar a 

polissacarídeos modificados, lipoproteínas, células senescentes e apoptóticas (KUMAR 

SINGH et. al., 2020). Por isso a terapia de entrega direcionada de medicamentos ou moléculas 

bioativas é mais eficaz para o tratamento dessa parasitose.  

 

2.3 Derivado 2-amino-tiofeno (SB-83) 

 O derivado 2-aminotiofênico (SB-83) (Figura 3) é um derivado da classe dos tiofenos 

que pertencem a um grupo de compostos heterocíclicos aromáticos que apresentam algumas 

atividades farmacológicas, destacando-se entre elas a atividade anti-inflamatória, antitumoral, 

antinociceptiva, anticonvulsivante, antiarrítmica e antileishamania (RODRIGUES et. al, 

2018). 

 

Figura 3 - Estrutura química do SB-83 

 

Fonte: AUTOR, 2021. 

 

Dessa forma, Rodrigues et. al., (2015) avaliaram a eficácia de derivados 2-amino-

tiofênico (SB-83) onde foi demonstrada sua atividade contra a leishmaniose e seu possível 

mecanismo de ação. Assim, eles realizaram estudos in vitro para verificar a atividade 
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leishmanicida e foi encontrado um valor de 4,42 µM que é correspondente ao IC50 

(concentração que inibiu 50% dos parasitas), evidenciando que o SB-83 é um fármaco 

promissor contra as cepas de Leishmania, visto que uma concentração baixa do fármaco 

inibiu 50% das Leishmanias e não apresentaram nenhuma evidência de toxicidade.  

O SB-83 induziu apoptose em promastigotas, além de reduzir a infecção dos 

macrófagos pelos parasitas, já que apresentaram aumento da TNF-α , IL-12 e NO. E ainda, os 

derivados de 2-amino-tiofeno contra L. amazonensis em ensaios in vitro, apresentaram bons 

resultados, com morte celular associada a apoptose e imunomodulação (RODRIGUES et. al., 

2015).  

 Por fim, de acordo com estudos pré-clínicos posteriores do derivado tiofênico SB-83, 

foram demonstrados resultados eficiente, eficaz e seguro e se mostrou ativo por via oral. E 

ainda,  apresentou sucesso no tratamento de camundongos Swiss infectados com L. 

amazonensis, reduzindo o tamanho da lesão, diminuindo a carga parasitária no baço e nos 

linfonodos, corroborando o efeito protetor contra a forma visceral da doença. Portanto, 

evidenciando o efeito in vivo do composto de tiofeno por via oral (RODRIGUES et. al., 

2018). 

 

2.4 Nanopartículas  

As nanopartículas poliméricas são carreadores de fármacos coloidais na escala entre 

1–1000 nm e podem ser obtidas de polímeros sintéticos ou naturais. As nanopartículas 

poliméricas exibe vantagens na entrega de fármacos devido ao seu pequeno tamanho de 

partícula e maior tempo de circulação no sangue, e ainda, pode melhorar a solubilidade do 

IFA, devido ao pequeno tamanho, biodistribuição e farmacocinética aprimoradas, resultando 

em eficácia melhorada e efeitos adversos reduzidos como resultado do acúmulo em locais 

alvo (BALYA et. al., 2021). 

Atualmente, as nanopartículas poliméricas são bastante utilizadas na aplicação 

biomédica devido as suas diversas aplicações terapêuticas e administração de medicamentos, 

uma vez que, são constituídas de polímeros biodegradáveis que conferem diversos benefícios 

como: estabilidade melhorada de agentes terapêuticos contra a degradação, liberação 

controlada de drogas e direcionamento eficiente (SAHA, e. al., 2020).  As nanopartículas 

poliméricas funcionam como sistemas carreadores eficazes devido a sua fácil preparação, 

liberação controlada e direcionada da droga, captação capilar com maior acúmulo de droga no 
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local alvo com intensificação da biodisponibilidade, garantindo uma estabilização e melhoria 

na atividade terapêutica dos fármacos (BHATTACHARYA et. al., 2021).  

A atividade farmacológica dos nanomedicamentos está diretamente associada com as 

características físico-químicas destes. Sendo assim, a compreensão dos parâmetros físico-

químicos e tamanho dessas partículas são essenciais para que haja uma potencialização na 

liberação do fármaco no sistema biológico indicado. (SAHA, e. al., 2020). Nesse sentido, o 

potencial zeta é calculado a partir da mobilidade eletroforética, no qual seu valor absoluto 

ideal é superior a 30 mV (< -30 ou > 30mv) para estabilização das nanopartículas e evitar que 

haja agregação durante o armazenamento. (ELBRINK et. a., 2021).  

As nanopartículas despertam interesse para uso clínico contra a leishmaniose devido a 

capacidade de serem fagocitados por macrófagos, que é a principal célula envolvida na 

infecção por leishmaniose, ocasionando assim um tratamento intracelular direcionado (Figura 

2) (AKBARI; ORYAN; HATAM, 2017; DE SOUZA et al., 2018). Essas células possuem 

receptores que internalizam eficientemente nanopartículas na faixa de 50-500 nanômetros 

(SIEFERT et al., 2016) e pode ser uma estratégia para o acúmulo do fármaco em órgãos ricos 

em macrófagos como baço, medula óssea e fígado (AKBARI; ORYAN; HATAM, 2017). 

Oyama et. al., (2019) publicou um estudo em que nanocarreadores de agentes quimioterápicos 

(Pluronics®, P-123 e F-127) contra os macrófagos, como Leishmania, foram considerados 

uma solução segura para tratamento futuro por causa de seus efeitos leishmanicida em 

amastigotas e promastigotas por meio de impactos na membrana mitocondrial.  
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

Desenvolver e caracterizar um sistema nanoparticulado contendo o fármaco amino tiofênico 

SB-83 para uma futura terapia direcionada a leishmaniose. 

 

3.2 Objetivos específicos 

✓ Obter nanopartículas com SB-83 através de duas técnicas de obtenção: 

nanoprecipitação e emulsão simples (O/A) /evaporação do solvente; 

✓ Avaliar a eficiência de encapsulação do fármaco nas nanopartículas; 

✓ Caracterizar os sistemas obtidos quanto ao diâmetro médio, potencial zeta e índice de 

polidispersão; 

✓ Validar o método para doseamento do SB-83 por espectroscopia de UV-Vis. 
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4 METODOLOGIA 

 

4.1 Desenvolvimento das nanopartículas 

 As nanopartículas constituídas por nanocápsulas e nanoesferas foram desenvolvidas 

por dois métodos diferentes que serão descritos a seguir. 

 

4.1.1 Nanocápsulas e Nanoesferas contendo o SB-83 pelo método da Nanoprecipitação 

As nanocápsulas de PLA contendo o SB-83 foram obtidas pelo método da 

nanoprecipitação. A fase aquosa foi composta por 400 mg de Pluronic-F68® em 40 ml de 

água destilada. Na fase orgânica, foi realizada uma adição de 50 mg de PLA em 5 ml de 

acetona. Depois, utilizou-se 50mg de Lipoid® em 1 ml de metanol; e 100 mg de Mygliol® 

juntamente com 5 ml de acetona e 2 mg de SB-83. Por conseguinte, uniu as duas soluções que 

foram injetadas na solução aquosa e depois agitados a 250C. Por fim, foi rota-evaporado à 

uma pressão negativa por cerca de 20 min à 37oC para remoção do solvente orgânico, obtendo 

a suspensão final. 

As nanoesferas contendo o fármaco SB-83, também foram obtidas através do método 

da nanoprecipitação. Na fase aquosa utilizou-se 400mg de Pluronic-F68 e 40 ml de água 

destilada. E na fase orgânica foi utilizado 50 mg de PLA e 2 mg de SB-83 no qual ambos 

foram diluídos em 10 ml de acetona. 

 

4.1.2 Nanoesferas de PLA contendo o SB-83 pelo método da emulsão simples (o/a) 

As nanoesferas obtidas através do método emulsão simples (o/a), foram preparadas em 

duas fases: fase aquosa e fase orgânica. Na fase aquosa, foi utilizada 100 mg de álcool 

polivinilico (PVA) e diluída para 10mL de água, obtendo a solução a 1%. Na fase orgânica 

utilizou-se 50 mg de PLA juntamente com 2 mg do SB-83 e diluiu-se em 1 ml de 

diclorometano. A solução de PVA 1% foi vertida na fase orgânica e em seguida foram 

submetidas a três ciclos no sonicador durante 1 minuto com intervalos de 30 segundos.  A 

emulsão resultante foi levada ao evaporador rotativo à pressão negativa por 20 min à 37oC 

para evaporar o solvente orgânico formando uma suspensão de nanopartículas. 

 

4.2 Caracterização morfológica e físico-química das nanopartículas 

4.2.1 - Análise do diâmetro médio, índice de polidispersão e potencial zeta 

O raio hidrodinâmico e o índice de polidispersão das nanopartículas foram 
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determinados por espalhamento de luz dinâmico (DLS, Dynamic Light Scattering) em 

equipamento Zetasizer (Nano ZS, Malvern). O potencial zeta das partículas foi avaliado a 

partir da mobilidade eletroforética sob um campo elétrico. As amostras foram diluídas e 

adicionadas em células eletroforéticas com potencial de ± 150 mV. E todas as medições foram 

realizadas em triplicata e os resultados foram apresentados em média e desvio padrão. 

 

4.2.2 A eficiência de encapsulação (EE%) 

A eficiência de encapsulação avalia a concentração do fármaco incorporada ao sistema 

de liberação após a manipulação das formulações. A eficiência de encapsulação (EE%) do 

SB-83 nas nanopartículas de PLA foi determinada por espectroscopia UV-visível, pelo 

método direto e indireto.  

Pelo método indireto, a suspensão de nanopartículas foi submetida a 

ultracentrifugação com velocidade de 40000 rpm durante 20 minutos. O sobrenadante foi 

coletado, diluído em metanol e analisado em comprimento de onda 392 nm. A eficiência de 

encapsulação (EE) foi determinada em triplicata e calculada através da equação (1). 

𝐸𝐸% =
𝑄𝑢𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 ˗ 𝑄𝑢𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙

𝑄𝑢𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙
 𝑥 100 (1) 

Onde, a Quantidade inicial é a quantidade inicial de SB-83 adicionada a formulação e 

a Quantidade final é a quantidade de SB83 não encapsulada presente no sobrenadante. 

Para o método direto, o pellet resultante do processo de centrifugação foi ressuspenso 

em 2 mL de acetonitrila e submetido a três ciclos de agitação no vórtex para “quebra” do 

pellet de nanopartículas. Em seguida, foi retirada uma alíquota de 50µl e esta foi diluída em 

metanol para volume final de 5 ml e analisado em comprimento de onda 392 nm. A eficiência 

de encapsulação (EE) foi determinada em triplicata e calculada pela equação (2). 

𝐸𝐸% =
𝑄𝑢𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙

𝑄𝑢𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙
 𝑥 100 (2) 

 

4.3 Validação analítica 

A validação analítica fornece evidência que um método analítico é aceitável para seu 

propósito pretendido. Neste estudo a confiabilidade do método foi avaliada segundo as 

diretrizes dadas pelo International Conference on Harmonisation (ICH, 1994) no qual foi 

testado os parâmetros de seletividade, limites de detecção e quantificação, exatidão, precisão, 

linearidade, gráfico analítico, sensibilidade e robustez, considerados nos processos de 

validação de métodos analíticos. 
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4.3.1 Especificidade 

 A especificidade foi verificada através das soluções do ponto médio da curva 

(8μg/mL) que foram submetidas a condições de estresse, resfriamento (-20°C) e aplicação de 

luz visível (fluorescente) por 24 horas. O cálculo para esse parâmetro e os demais foram 

realizados através do desvio padrão relativo percentual (DPR%) equação (3) e pela taxa de 

recuperação (%) equação (4). 

𝐷𝑃𝑅 =
𝐷𝑃

𝑀𝐶
 𝑥 100% (3) 

Onde, DP é o desvio padrão e MC a média das concentrações obtidas.  

𝑇𝑎𝑥𝑎 𝑑𝑒 𝑟𝑒𝑐𝑢𝑝𝑒𝑟𝑎çã𝑜 (%) =
𝐶1 𝑥 100

𝐶2
 (4),  

Onde, C1 é a concentração encontrada experimentalmente e C2 a concentração teórica. 

 

4.3.2 Exatidão 

A exatidão do método foi obtida a partir das absorbâncias das soluções de SB-83 em 

três níveis de concentração: 2 μg/mL (ponto baixo), 8 μg/mL (ponto médio) e 12 μg/mL 

(ponto alto) em dois dias por dois analistas. A exatidão foi expressa em desvio padrão relativo 

percentual (DPR %) e taxa de recuperação.  

 

4.3.3 Precisão 

A precisão pode ser expressa numericamente por meio da estimativa do desvio padrão. 

Na análise da precisão foi realizado a leitura da absorbância no espectrofotômetro das 

soluções de SB-83 em três pontos da curva, um baixo (2μg/mL), um médio (8μg/mL) e um 

alto (12μg/mL). O experimento foi realizado em três níveis de precisão: a repetibilidade 

(precisão intra-corrida) que foi realizada com leituras duplicadas das concentrações definidas 

por dois analistas; e a precisão intermediária (inter-corrida) conduzida por dois analistas e em 

dias distintos. Por fim, a precisão foi expressa em desvio padrão relativo percentual (DPR %) 

equação (3). Nesse estudo, foi adotado o valor de Desvio Padrão Relativo percentual menor 

que 5,0 %, conforme recomendado pelo ICH. 

 

4.3.4 Linearidade 

A linearidade foi observada a partir da curva analítica com sete níveis de 

concentração: 1, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 μg/mL em triplicata. Os resultados obtidos foram 
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analisados estatisticamente e determinado o coeficiente de correlação linear (r). Segundo o 

ICH, o critério mínimo aceitável do coeficiente de correlação (r) é de 0,999, logo, nesse 

estudo foi adotado essas diretrizes. 

 

4.3.5 Limite de detecção (LD) e limite de quantificação (LQ) 

Os limites de detecção e quantificação foram calculados a partir da construção das 

curvas analíticas sendo a menor concentração encontrada o LQ. O LD foi calculado utilizando 

a equação (5) baseado no desvio padrão e na inclinação da curva analítica, como 

recomendado pelo ICH. 

𝐿𝐷 =
𝜎 

𝑏
 𝑥 3,3 (5) 

Onde, σ é o desvio padrão médio do intercepto y e b a inclinação da curva. 

O limite de quantificação de uma amostra é a menor quantidade do analito que pode 

ser detectada e quantificada com exatidão e precisão (ICH, 2005). O LD foi calculado 

utilizando a equação (6) como recomendado pelo ICH. 

𝐿𝑄 =
𝜎 

𝑏
 𝑥 10 (6) 

Onde, σ é o desvio padrão médio do intercepto y e b a inclinação da curva. 

 

4.3.6 Robustez 

A robustez foi avaliada através das soluções do ponto médio da curva (8 μg/mL) que 

foram submetidas a pequenas modificações na metodologia de preparo. Inicialmente as 

soluções foram dissolvidas em solventes de 3 marcas de diferentes fabricantes (Quimica 

Moderna®, Sol-teh e J.T. Baker), no qual foi realizada uma diluição das soluções de 8 μg/mL 

no solvente e foi avaliado as absorbâncias no espectrofotômetro.  

Posteriormente, as soluções do ponto médio da curva (8 μg/mL) foram submetidas a 

uma leitura no espectrofotômetro variando em diferentes comprimentos de ondas λ (390, 393, 

394 e 395 nm).  Por fim, a avaliação se baseou na taxa de recuperação (equação 4) e do DPR 

% (equação 3). 

 

4.4 Análise estatística 

As análises estatísticas foram realizadas através do R-Studio e do Excel 2016. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÕES: 

 

5.1 Caracterização morfológica e físico-química das nanopartículas 

As nanopartículas foram obtidas com êxito pelos métodos propostos, entretanto as 

nanocápsulas apresentaram instabilidade após a sua formação, assim como as nanoesferas 

obtidas pelo método da emulsão simples, de forma que, após a preparação, essas formulações 

apresentaram precipitado de fármaco no frasco, indicando que uma concentração do fármaco 

não foi encapsulada no sistema. Por esse motivo, a nanoesfera obtida pelo método da 

nanoprecipitação (NE-SB83) foi escolhida para seguir com o estudo.  

 

5.1.1 Determinação do diâmetro médio, potencial zeta e índice de polidispersão 

O potencial zeta mede a mobilidade eletroforética das partículas e expõe a diferença 

das cargas entra as camadas na linha de cisalhamento, ou seja, a carga da nanopartícula e da 

carga presente na linha de cisalhamento. A preparação da amostra para medição inclui que a 

composição do meio dispersante seja totalmente descrita, assim, o potencial zeta avalia o 

controle de qualidade para fornecer informações sobre a estabilidade das dispersões. E, é 

considerado como um meio de prever o comportamento in vivo, portanto, o desempenho 

biológico das nanopartículas (SAMEUT BOUHAIK et. al., 2013). 

Nesse sentido, os resultados encontrados antes e depois da encapsulação foram de -

19,3 ±0,35 mV e -20,4 ±0,65 mV respectivamente, sugerindo um potencial zeta negativo 

(Tabela 1). Ademais, de acordo com a classificação do potencial zeta, destaca-se valores de ± 

0-10 mV como altamente instáveis, ±10-20 mV relativamente estáveis, ±20-30 mV 

moderadamente estáveis e >± 30 mV altamente estável (BHATTACHARJEE, 2016; PATEL; 

AGRAWAL, 2011). 

Tabela 1 - Diâmetro médio, índice de polidispersão e potencial zeta das nanopartículas 

Formulação Diâmetro médio (nm) P.D.I Potencial zeta (mV) 

NE-BRANCA 180,6 (±0,75) 0,152 (±0,06) - 19,3 (±0,35) 

NE-SB83 205,7 (±4,75) 0,274 (±0,04) - 20,4 (±0,65) 

 

A determinação do diâmetro das partículas (nm) foi realizada após diluição da amostra 

em água deionizada para uma maior dispersão das partículas. Primeiramente, os resultados do 

diâmetro médio foram submetidos ao teste do Shapiro-Wilk (NE-BRANCA, p =0,2622) e 
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(NE-SB83, p = 0,3796), indicando que os dados apresentaram normalidade. Sucessivamente, 

os resultados obtidos do diâmetro médio das nanopartículas foram submetidos ao Test T 

pareado onde os resultados apresentaram valores significativos para as diferenças entre as 

médias (p = 0,0319), logo, verifica-se que a adição do SB-83 contribui para o aumento do 

tamanho médio da nanopartícula e esse tamanho encontrado favorece a captação pelos 

macrófagos (Tabela 8). E por fim, as nanopartículas com o fármaco obtiveram um índice de 

polidispersão (P.D.I) inferior a 0,3, indicando homogeneidade do diâmetro das partículas em 

suspensão. 

 

5.1.2 Análise de eficiência de encapsulação 

A taxa de encapsulação da nanopartícula com o SB-83 foi realizada pelo método 

direto e indireto. Assim, por meio do método indireto e direto, os valores da eficiência de 

encapsulação obtidos foram de 62,7% (±0,12) e 88,9% (±0,87) respectivamente, através do 

comprimento de onda de 392nm. Logo, os resultados sugerem que essas taxas obtidas para a 

taxa de encapsulação foram satisfatórias por ambos dos métodos analisados. 

 

5.2 Validação Analítica 

5.2.1 Especificidade 

 A especificidade avalia se o método adotado é eficaz em avaliar a presença de 

componentes que podem interferir na matriz dos dados. Nesse estudo as amostras foram 

submetidas a condições de estresse (Tabela 2) na concentração média da curva (8 µg/mL) a 

fim de detectar a ocorrência de fatores interferentes na degradação do fármaco. Conforme os 

resultados obtidos, as amostras submetidas a condições de resfriamento expostas a luz 

apresentaram um desvio padrão relativo inferior a 5%, uma alta taxa de recuperação do 

fármaco nas amostras, adotável como aceitável pelo ICH e indicando que o método é capaz de 

detectar e quantificar a presença de constituintes que possa alterar a formulação.  

Tabela 2 - Valores de especificidade para amostra padrão em condições de estresse 

Condição de 

estrese: 

Concentração 

teórica (µg/mL) 

Concentração 

Real (µg/mL) 

DPR 

(%) 

Taxa de 

Recuperação (%) 

Resfriamento (-

20oC) 

8  6,7078 3,90 111,7968094 

Luz visível 8  6,6322 3,59 110,5373636 
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Desse modo, de acordo com a análise apresentada na Tabela 2, é possível observar que 

as variáveis testadas interferem na taxa de recuperação do SB-83, indicando que é necessário 

cuidados na manipulação do fármaco, em condições de resfriamento e exposição à luz. 

 

5.2.2 Exatidão 

A exatidão do método proposto foi avaliada em três níveis de concentração: um baixo 

(2 μg/mL), um médio (8μg/mL) e um alto (12μg/mL). Os valores encontrados estão listados 

na Tabela 3.   

Tabela 3 – Estudo de Exatidão (DPR, Taxa de Recuperação e Exatidão) 

 

O ICH preconiza que a taxa de recuperação deve ser de 100±5% e o DPR máximo 

deve ser 5%. Logo, os resultados mostram que o método se mostra exato para as 

concentrações baixa (2 μg/mL), média (8μg/mL) e alta (12μg/mL) com valores variando entre 

0,1758 ± 0,9518 (p < 0,01) e DPR inferior a 5%. 

 

5.2.3 Precisão 

Na análise de precisão foi realizado a leitura da absorbância das soluções do SB-83 em 

três pontos da curva, um baixo (2μg/mL), um médio (8μg/mL) e um alto (12μg/mL). E, em 

três níveis de precisão: a repetibilidade (precisão intra-corrida), a precisão intermediária 

(inter-corrida) por analistas e dias distintos (Tabela 4 e Tabela 5). A repetibilidade apresentou 

um DPR inferior a 5%, indicando que está dentro dos parâmetros aceitáveis pelo ICH (Tabela 

4). Através do teste T (p > 0,4), considera-se as absorbâncias estaticamente iguais. 

Tabela 4 – Repetibilidade                                                                                                   

(continua) 

Concentração teórica (µg /mL)  

 

DPR (%) Taxa de Recuperação (%) 

2  2,67% 101,13% 

8   0,57% 98,17% 

12   2,87% 102,92% 

Repetibilidade (n=9) 

Concentração teórica (8 µg/mL-1) Absorbâncias (n=9) 
  

DPR (%) 

8  0,652 3,59% 

8  0,689  
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Tabela 4 – Repetibilidade       

(conclusão) 

                                                                                           

Tabela 5 – Níveis de precisão 

 

A precisão foi expressa em desvio padrão relativo percentual (DPR %) (equação 3). O 

valor do Desvio Padrão Relativo percentual adotado como aceitável foi menor que 5%, no 

qual os resultados apresentados estão dentro dos parâmetros recomendados pelo ICH, pois 

todos os valores foram menores que 5%. Inicialmente para avaliar os dados da precisão 

intermediária foi aplicado o teste de Shapiro-Wilk (Tabela 6) para verificar a normalidade dos 

dados, no entanto, apenas o par de médias da concentração 8 μg/mL (analisa 1 e analista 2) 

apresentou normalidade (p > 0,005). Sendo assim, as concentrações de 8 μg/mL para o 

analista 1 e analista 2 foram confrontadas por meio do Teste T para amostras independentes, 

onde foi obtido o p-valor > 0,05, significando que as médias podem ser consideradas 

estatisticamente iguais, indicando que o método está altamente preciso. 

 

 

Repetibilidade (n=9) 

Concentração teórica (8 µg/mL-1) Absorbâncias (n=9) 
  

8  0,655 

8  0,626  

8  0,675  

8  0,634  

8  0,624  

8  0,632  

8  0,629  

Precisão Intermediária  

                           Analista 1  Analista 2 

Concentração 

teórica (µg /mL) 

Dia 1 

DPR (%) 

Dia 2 

DPR (%) 

Dia 3 

DPR (%) 

Dia 1 

DPR (%) 

Dia 2 

DPR (%) 

Dia 3 

DPR (%) 

2  3,28% 2,09% 3,36% 2,67% 0,65% 3,83% 

8 5,02% 3,79% 0,66% 3,14% 4,15% 0,64% 

12 3,13% 1,97% 1,20% 2,87% 3,54% 0,52% 
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Tabela 6 - Teste de normalidade do Shapiro-Wilk 

Concentrações Analista 1 Analista 2 

2 μg/mL p = 0.1890 
p = 0.0053 

 

8 μg/mL 
p = 0.5343 

 

p = 0.1150 

 

12 μg/mL 
p = 0.01379 

 

p = 0.8506 

 

  

Posteriormente para a concentração baixa (2μg/mL) e para a concentração alta 

(12μg/mL) que não apresentou normalidade (Tabela 5), foi aplicado o teste não paramétrico 

de Mann-Whitney para diferenças de médias, e os resultados sugerem que não há diferenças 

para essas concentrações (2μg/mL, p = 0,44) e (12μg/mL, p = 0,26), indicando que o método 

está preciso para os dois analistas. 

 

5.2.4 Linearidade 

Os resultados encontrados demonstram que o método apresentou faixa de linearidade 

de 1 a 12 μg/mL e a curva analítica pode ser descrita pela equação da reta y= 0,0794x + 

0,0186 obtida pelo método dos mínimos quadrados (Figura 4). Observa-se uma completa 

linearidade, com coeficiente de determinação (R2) de 0,9991, considerando que o critério 

mínimo aceitável do coeficiente de correlação deve ser r = 0,999 (ICH, 2005).  

Figura 4 - Gráfico de Linearidade do SB-83 
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5.2.5 Limite de detecção (LD) e quantificação (LQ): 

A determinação desses parâmetros garante a quantificação e determinação do analito 

desde os pontos iniciais de amostragem. O LD e LQ foram calculados a partir do desvio 

padrão da resposta e do declive obtido a partir da regressão linear da curva de calibração. Os 

valores de LD e LQ foram de 0,36 μg/mL e 1,11 μg/mL, respectivamente. 

 

5.2.6 Robustez: 

Os testes de robustez indicam os fatores que podem influenciar significantemente a 

resposta do método estudado. Tal fato fornece a dimensão do problema que ocorre quando o 

método é repetido em diferentes condições ou é transferido, por exemplo, para outro 

laboratório. Assim, a avaliação da robustez em um procedimento de validação analítica deve 

mostrar confiabilidade de uma análise com variações nos parâmetros de preparo. Então se as 

medidas mostrarem que o método é susceptível a variação, as condições analíticas devem ser 

controladas ou uma declaração de precaução deve ser anexada ao procedimento (ICH, 2005).  

Tabela 7 – Percentual de Recuperação da Robustez variando as marcas de fabricação dos 

solventes: 

Fabricante dos solventes: Recuperação (%) 

Química Moderna ® 78,8098 

Sol-teh ® 91,2468 

J.T. Baker ® 87,7046 

 

Tabela 8 – Percentual de Recuperação da Robustez variando o comprimento de onda: 

Comprimentos de onda 

(λ) 

Concentração Real  

(c-1) 

Recuperação (%) 

390 
7,2746 

90,9320 

391 
7,2871 91,0894 

393 
7,2871 90,7745 

394 
7,2620 90,6171 

 

Deste modo, o teste foi realizado através de pequenas alterações nos parâmetros 

analíticos e utilizadas para esse teste o ponto médio da curva (8 μg/ml) em diferentes marcas 

de solventes (Tabela 7) e variando o comprimento de onda (Tabela 8). Logo, com base nos 

resultados do percentual de recuperação em que foi variado os fabricantes dos solventes e os 
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comprimentos de onda, os resultados demonstraram uma taxa de recuperação inferior ao 

mínimo recomendado (95%), indicando pequenas variações nas condições de análise do 

método. 
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6 CONCLUSÃO 

 

As nanopartículas do SB-83 foram desenvolvidas com sucesso pela técnica da 

nanoprecipitação e emulsão simples (o/a), porém foi escolhida apenas a formulação obtida 

pela nanoprecipitação para posteriores estudos. Os resultados encontrados no 

desenvolvimento do método analítico por espectrofotometria seguiram todas as diretrizes 

recomendas pelo ICH, podendo nos assegurar que a técnica utilizada garante confiabilidade, 

além de ser uma técnica rápida, sensível, precisa e exata, sendo essencial para a análise do 

fármaco. Por fim, na caracterização morfológica e físico-química, verificou-se que a 

nanoformulação apresentou um potencial zeta negativo, que garantiu estabilidade e 

demonstrou homogeneidade do diâmetro. No entanto, para uma futura aplicação clínica do 

nanosistema, torna-se necessários estudos de estabilidade e avaliação in vitro para confirmar 

os efeitos farmacológicos do sistema em cepas de Leishmania amazonenses. Portanto, para 

superar os desafios farmacêuticos encontrados no atual tratamento da leishmaniose, essa 

formulação nanoparticulada contendo o SB-83 possui fortes indícios de se tornar um futuro 

medicamento direcionado à parasitose, porém, como relatado, é imprescindível estudos mais 

avançados de avaliação de parâmetros de estabilidade e testes in vitro para que conduza uma 

maior confiabilidade para o sistema nanopartículado. 
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