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“O maior inimigo do conhecimento não é a ignorância, 
mas a ilusão do conhecimento.”  

 

Stephen Hawking 



 
 

Desiderata 

 
Siga tranqüilamente entre a inquietude e a pressa, lembrando-se de que há 

sempre paz no silêncio. 
Tanto quanto possível sem humilhar-se, mantenha-se em harmonia com todos 

que o cercam. 
Fale a sua verdade, clara e mansamente. 

Escute a verdade dos outros, pois eles também têm a sua própria história. 
Evite as pessoas agitadas e agressivas: elas afligem o nosso espírito. 

Não se compare aos demais, olhando as pessoas como superiores ou inferiores 
a você: isso o tornaria superficial e amargo. 

Viva intensamente os seus ideais e o que você já conseguiu realizar. 
Mantenha o interesse no seu trabalho, por mais humilde que seja ele é um 

verdadeiro tesouro na contínua mudança dos tempos. 
Seja prudente em tudo o que fizer, porque o mundo está cheio de armadilhas. 

Mas não fique cego para o bem que sempre existe. 
Em toda parte, a vida está cheia de heroísmo. 

Seja você mesmo. 
Sobretudo, não simule afeição e não transforme o amor numa brincadeira, pois, 

no meio de tanta aridez, ele é perene como a relva. 
Aceite, com carinho, o conselho dos mais velhos e seja compreensivo com os 

impulsos inovadores da juventude. 
Cultive a força do espírito e você estará preparado para enfrentar as surpresas 

da sorte adversa. 
Não se desespere com perigos imaginários: muitos temores têm sua origem no 

cansaço e na solidão. 
Ao lado de uma sadia disciplina conserve, para consigo mesmo, uma imensa 

bondade. 
Você é filho do universo, irmão das estrelas e árvores, você merece estar aqui e, 

mesmo se você não pode perceber, a terra e o universo vão cumprindo o seu 
destino. 

Procure, pois, estar em paz com Deus, seja qual for o nome que você lhe der. 
No meio do seu trabalho e nas aspirações, na fatigante jornada pela vida, 

conserve, no mais profundo do seu ser, a harmonia e a paz. 
Acima de toda mesquinhez, falsidade e desengano, o mundo ainda é bonito. 
Caminhe com cuidado, faça tudo para ser feliz e partilhe com os outros a sua 

felicidade”. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Desiderata, do latim, Desideratu - aquilo que se deseja.  
Texto encontrado na velha igreja de Saint Paul, Baltimore, de Max Ehrmann (1872-1945). 
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Resumo 

Antimoniais pentavalentes (SbV) como o Glucantime são utilizados para o 

tratamento das leishmanioses, mas causam efeitos colaterais, tais como 

cardiotoxicidade e hepatoxicidade. Neste estudo, caracterizamos as 

propriedades físico-químicas de quatro compósitos nanoestruturados fosfatados 

(CNF0, CNF3, CNF5 e CNFT) como carreadores de Sb com alvo específico em 

macrófagos. Os CNFs foram sintetizados em meio líquido e esterilizados a 25 

kGy antes do uso. As caracterizações físco-químicas através do potencial zeta, 

condutividade, diâmetro, conteúdo de Sb e cristalinidade foram determinadas 

para cada CNF. A viabilidade celular dos macrófagos e a toxicidade dos CNFs, 

independente da internalização de Sb, foram avaliadas para verificar a 

segurança dos CNFs no tratamento contra as leishmanioses. A taxa de infecção 

dos macrófagos infectados com L. infantum foi realizada in vitro e comparada 

com o Glucantime usado como droga de referência. Os CNFs apresentaram 

potencial zeta negativo (-14,7 a -19,5 mV), a média dos diâmetros foi cerca de 

180 nm, com baixa dissolução em água Mili-Q (abaixo de 0,02 mS cm-1 para 

CNF0, CNF3 e CNF5). Os CNFs apresentaram predominantemente padrões 

amorfos exceto CNF5 e CNFT que também apresentaram fases cristalinas. 

CNFT apresentou a maior incorporação de Sb, 46,69 g mL-1. A viabilidade 

celular não foi afetada em nenhuma das concentrações testadas. Técnicas 

associadas de microscopia eletrônica de varredura, microanálise de raios-X e 

EAAFG revelaram a internalização dos CNFs e a retenção celular de Sb. A 

infecção por amastigotas foi reduzida por todos CNFs incluindo CNF0 (sem Sb), 

onde CNF3 foi o mais efetivo. O grupo de macrófagos infectados desafiado com 

CNF3 apresentou quase 2 vezes mais óxido nítrico do que os macrófagos 

somente infectados. Estes dados indicam o potencial uso dos CNFs como 

nanocarreadores de Sb para macrófagos, com dosagem de Sb reduzida, sem 

reduzir a atividade leishmanicida.  

 

Palavras-chave: nanopartículas biodegradáveis, Leishmania infantum, 

nanocarreador de Sb. 

 

 



 
 

Abstract 

Pentavalent antimonials such as a Glucantime are used for treating 

leishmaniasis, but produce side effects, including cardiotoxicity and 

hepatotoxicity. In this work, we characterized the physicochemical properties of 4 

phosphate-based composites (CNF0, CNF3, CNF5 and CNFT) as Sb (V) carriers 

for targeting macrophages. CNFs were synthesized in a liquid media and 

sterilized at 25 kGy before use. The physicochemical characterizations are 

determinate with zeta potential, conductivity, diameter, Sb content and 

crystallinity for each CNF. Macrophage viability and CNFs toxicity, independent 

of the Sb uptake, were evaluated to assess CNFs safety in visceral leishmaniasis 

treatment. The rate of macrophages infection caused by L. infantum was 

assayed in vitro by using Glucantime as a reference drug. CNFs featured 

negative zeta potentials (-14.7 to -19.5 mV), mean diameter was around 180 nm 

and a low dissolution constant in Milli-Q water (less than 0.02 mS cm-1 for CNF0, 

CNF3 and CNF5). CNF5 and CNFT showed crystalline characteristics and the 

peaks present in CNF5 resembling Mopungita, but other CNFs exhibited 

predominantly amorphous structures. CNFT had the highest concentration of Sb, 

46.69 g mL-1. Cell viability was not affected at any CNFs concentrations tested. 

The associated scanning electron microscopy techniques, x-ray microanalisys 

and GFASS revealed the internalization of CNFs and Sb cell retention. 

Amastigote infection was reduced by all CNFs more efficiently than glucantime, 

including CNF0 (without Sb), but CNF3 was more effective. The group of infected 

macrophages challenged with CNF3 nitric oxide increase 2 times more than the 

infected macrophages only. These data indicate the potential of NPCs as Sb 

nanocarriers for specifically targeting macrophages and lowering Sb dosage 

without reducing leishmanicidal activity. 

 

Keywords: biodegradable nanoparticles, Leishmania infantum, Sb nanocarrier. 
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I. INTRODUÇÃO 

 

1. Histórico das nanopartículas 

Os primeiros registros envolvendo a utilização de nanopartículas datam 

de meados do século XIX e início do século XX e estavam relacionados 

inicialmente a ciência dos coloides (dispersões de partículas detentoras de 

tamanho insuficiente para se depositar pela ação da gravidade) e a engenharia 

molecular (Jones, 2011).  

O termo nanopartícula é utilizado para partículas com tamanho menor 

que 1 m, e, no caso das micropartículas, com tamanho até 100 m (Birnbaun 

e Brannon-Peppas, 2003; Durán e Azevedo, 2003). Lubben e colaboradores, 

(2001) salientam que as nano e micropartículas não podem exceder 10 m de 

tamanho quando testadas in vivo em função da sua relativa hidrofobicidade e 

perda das características coloidais e dinâmicas de suas matrizes (Lubben et al, 

2001). 

Muitas aplicações e diferentes nanomateriais foram utilizados pela 

humanidade sem, entretanto, terem sido caracterizados como materiais 

inovadores. Nowack e colaboradores, (2011) classicamente exemplificam este 

fato, relatando o trabalho de 1889 no qual já se sintetizava nanopartículas de 

diâmetro entre 7 e 9 nm, mas a primeira patente de “nanoprata” foi conferida 

apenas em 1954, ainda que a diversidade de aplicações de nanopartículas de 

prata (utilizadas em pigmentos, fotografia, compósitos condutores, tratamento 

de feridas, catalisadores e germicidas) já tivesse utilidade há mais de 100 anos 

(Nowack et al, 2011).  

Em 1956, o físico Arthur Von Hippel descreveu a necessidade de 

direcionar a síntese de determinado nanomaterial de acordo com as aplicações 

desejadas, criando assim materiais com características específicas pré-

estabelecidas. Este pesquisador contribuiu para o que podemos considerar 

como o primeiro conceito de nanotecnologia (Arthur Von Hippel apud 

Fernandes, 2011).  A palestra de Richard Feynman, que em 1958 discutiu a 

diversidade da utilização dos nanomateriais é considerada também como um 

dos marcos iniciais da nanotecnologia (Feynman, 1960). 
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Até o início da década de 1980 não haviam muitos estudos divulgados 

neste assunto. A popularização do tema foi amplificada por Eric Drexler, após a 

publicação do seu livro: Engines of creation: the coming era of nanotechnology, 

de 1986, onde ele sugere a construção de máquinas nanométricas, tais como, 

motores, braços de robôs, computadores inteiros, muito menores do que uma 

célula (Drexler apud Fernandes, 2011).   

Geralmente as nanopartículas são obtidas por meio de sínteses 

químicas, porém algumas foram obtidas ocasionalmente, como no caso dos 

fulerenos, moléculas formadas por átomos de carbono, identificadas pela 

primeira vez em 1985 (Santos et al, 2010). Posteriormente, em 1991, foram 

sintetizados os primeiros nanotubos de carbono (Iijima, 1991). Além dos 

nanotubos de carbono, as nanopartículas de prata sintetizadas por Durán e 

colaboradores, (2005), também merecem destaque por apresentar forte ação 

bactericida, com ampla aplicação na área de saúde. 

Portando, a nanotecnologia tem ampliado a diversidade de produtos em 

sua trajetória ao longo do tempo e estes produtos têm sido utilizados em larga 

escala nos dias de hoje. 

 

2. Nanopartículas recentes 

Atualmente vários estudos têm evidenciado a utilização de 

nanopartículas também como carreadores de fármacos, focados principalmente 

na síntese e elaboração de novas nanopartículas utilizando diferentes 

materiais, visando suas múltiplas aplicações (Cheng e Kuhn, 2007; Motskin et 

al, 2009; Epple et al, 2010; Uskokovic e Uskokovic, 2011; Dorozhkin, 2012; Mu 

et al, 2013). Estas nanopartículas frequentemente apresentam vantagens e 

desvantagens, como exemplificadas na tabela 1.  
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Tabela 1. Comparação dos diferentes sistemas de nanopartículas. Adaptado de Yih e 

Al-Fandi, 2006; Adair et al, 2010 e Tabakovic et al, 2012.m faculdades  

Sistema Nanocarreado Tamanho 
(nm) 

Agentes 
carreados 

Vantagens Desvantagens 

     
Polímeros Biodegradáveis 10-100 Proteínas, 

plasmídeos, 
DNA, pequenas 

moléculas 

Entrega 
localizada por 

semanas 
 

Exocitose de 
nanopartículas 
não dissolvidas 

 
 

Cerâmicas <100 Proteínas, 
agentes 

quimioterápicos, 
DNA, 

compostos 
orgânicos com 

alto peso 
molecular 

Facilmente 
preparadas, 

dispersíveis em 
água, estáveis 
em ambientes 

biológicos, 
 

Toxicidade de 
materiais, 

exocitose de 
nanopartículas 
não dissolvidas 

 
 
 
 

Metais <50 Proteínas, DNA, 
agentes 

quimioterápicos 

Pequenas 
partículas com 
grande área de 

superfície 

Toxicidade de 
materiais, 

exocitose de 
nanopartículas 
não dissolvidas, 

síntese 
demorada 

 
Micelas poliméricas <100 Proteínas, DNA, 

agentes 
quimioterápicos 

Adequadas para 
drogas 

insolúveis 

Toxicidade de 
materiais, 

funcionalidade 
fixada após 

síntese 
 

Dendrímeros <10 Agentes anti-
virais e anti-
bacterianos, 

DNA, 
compostos 

orgânicos com 
alto peso 
molecular 

Adequados para 
drogas 

hidrofóbicas e 
hidrofílicas 

Síntese 
demorada, 
pode usar 
materiais 
tóxicos 

     
Lipossomos 50-100 Agentes 

quimioterápicos, 
DNA, proteínas 

Reduz 
toxicidade 
sistêmica, 

aumenta tempo 
de circulação 

Funcionalidade 
fixa após a 

síntese, falta de 
estabilidade 

coloidal 
 

PRINT 20-2000 Agentes de 
imagem, 

quimioterápicos, 
DNA 

Controle preciso 
do tamanho, 

forma e 
funcionalização 

de superfície 
 

Toxicidade dos 
materiais 
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Fosfosilicato de Cálcio 

 
 

20-60 

 
 

RNA, agentes 
de imagem, 

quimioterápicos 

 
 

Preparação 
simples, 

estabilidade 
coloidal em 
ambientes 
fisiológicos, 

adequados para 
drogas 

hidrofílicas e 
hidrofóbicas, pH 

dependentes 

 
 

Materias 
encapsulados 
se limitam a 

solubilidade em 
água ou 

solventes 
orgânicos 

     

PRINT, particle replication in nonwetting templates. 

 

 Os sistemas de liberação controlada, descritos como “drug delivery 

systems” frequentemente apresentam a utilização de nanopartículas que 

oferecem inúmeras vantagens quando comparados aos sistemas de dosagem 

convencional. Há uma maior eficácia terapêutica, com liberação progressiva e 

controlada do fármaco; diminuição significativa da toxicidade e maior tempo de 

permanência na circulação; natureza e composição dos veículos variada; 

administração segura (sem reações inflamatórias locais) e conveniente 

(dimunuição do número de doses); direcionamento a alvos específicos, sem 

imobilização significativa das espécies bioativas (Kumar, 2000; Yih e Al-Fandi, 

2006; Gao et al, 2010; Tiwari et al, 2012).  

 Para a área de saúde, muitas das características desejáveis das 

nanopartículas são enumeradas para a elaboração de novos fármacos e seus 

mecanismos de administração. Partículas biodegradáveis, anfifílicas, atóxicas, 

pH dependentes, com baixa reatividade imunológica, estáveis sob condições 

fisiológicas, com potencial de funcionalização e eventualmente rastreáveis são 

características importantes que têm sido relatadas recentemente para grânulos 

ricos em fosfato. (Yih e Al-Fandi, 2006; Jiang, et al, 2008; Adair, et al 2010; 

Tiwari et al, 2012) Ainda assim não há uma matriz nanométrica que possua 

todas essas características. 

Em relação às formulações injetáveis por via intravenosa, um grande 

número de estudos é dedicado atualmente à utilização de lipossomas, 

polímeros, nanopartículas lipídicas sólidas e materiais cerâmicos como 

partículas de hidroxiapatita. Ainda que lipossomas possam amplificar a eficácia 
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em até 300 a 700 vezes (Frezard et al, 2005) deve-se ter atenção quanto à 

estabilidade do fármaco. Além disso, a esterilização de lipossomos constitui 

grande problema devido às degradações ocorridas, características de 

substâncias orgânicas, onde mesmo a filtração não elimina os pirogênios. 

Sistemas com lipídios sólidos geralmente são limitados à natureza hidrofílica 

das drogas a serem utilizadas. Poucos estudos têm sido realizados com 

minerais amorfos nanométricos, onde materiais cristalinos de mesma ordem 

geralmente falham no processo de eliminação pelo organismo além de 

frequentemente apresentarem toxicidade (Sharma e Sharma, 1997; García et 

al, 2005; Wan et al, 2008). 

 

3. Minerais amorfos fosfatados como nanocarreadores 

Substâncias amorfas são sólidos que apresentam uma estrutura atômica 

altamente desordenada e irregular, ao contrário de uma rede cristalina (Fig.1). 

Essa irregularidade de ordem translacional e orientacional (em dimensões 

superiores a 10 ångströns) permite a absorção, adsorção ou incorporação de 

diversas substâncias em sua matriz (Posner e Betts 1975; Troop et al, 1983; 

Lowenstam & Weiner, 1985; Stricker & Weiner, 1985; Taylor & Simkiss, 1989). 

 

 
 

Figura 1. Comparação estrutural entre uma substância cristalina (A) e uma substância 
amorfa (B). Substânicas cristalinas possuem seus átomos ou moléculas dispostos de 
forma organizada e periódica, diferindo de substâncias amorfas que apresentam uma 
estrutura atômica desordenada e irregular. 

 

Alguns tipos de minerais amorfos ricos em fosfatos podem se dissolver 

em seus constituintes iônicos (Oyane et al, 2003; Dorozhkin, 2012; Tas, 2013). 

Foram descritos inicialmente como partículas eletrondensas em diversos 
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grupos filéticos e compõem 25 % dos minerais biogênicos (produzidos pelas 

próprias células). Diversos trabalhos mostraram (devido à sua principal 

propriedade de facilmente remobilizar seus componentes sob condições 

biológicas), a participação destes minerais em processos de manutenção da 

homeostase celular. As funções relatadas incluem armazenagem intra e 

extracelular de fosfatos, cátions diversos, detoxificação de compostos 

nitrogenados e metais pesados, imobilização e retenção de diversas 

substâncias orgânicas (citocromo C, superóxido dismutase, adenilatos, 

Glicose-6-fosfato) com a manutenção de suas atividades específicas. Além 

disso, apresentam-se quimicamente estabilizados com cátions que se 

interagem principalmente através de ligações químicas eletrostáticas (como 

observadas para Na, Mg, K e Ca) ou por ligações covalentes (descritas para 

Cu, Zn , Ag, Cd, Au, Hg).  Alguns outros elementos são considerados 

ambivalentes por possuírem a propriedade de ligação transiente entre as 

descritas anteriormente (Sc, Ti, V, Mn, Fe, Co e Ni) (Simkiss, 1981; Simkiss e 

Taylor, 1989; Lowenstam & Weiner, 1989;  Not & Nicolaidou, 1990).  

Recentes revisões bibliográficas mostraram que é possível sintetizar 

nanopartículas ricas em fosfatos com algumas características desejáveis à sua 

aplicação, como as mostradas na Tabela 2. Portanto, esses materiais são 

potencialmente úteis como veículos de distribuição de fármacos in vivo e in 

vitro. (Chander & Fuerstenau, 1982; Roy et al, 2002; Yih e Al-Fandi, 2006; Gao 

et al, 2010; Giger, 2011; Tabakovic et al, 2012; Sokolova, 2013).  
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Tabela 2. Características desejáveis a uma nanopartícula. Adaptado de Adair et al, 
2010. 
 

Característica desejada Comentários 

 
Materias atóxicos e  
sem produto de degradação       
 
 
Tamanho pequeno  
(10-200nm) 
 
 
 
 
 
Encapsulação do  
agente ativo 
 
 
 
Estabilidade coloidal 
em condições fisiológicas 
 
 
 
 
 
Mecanismo de eliminação  
 
 
 
Tempo longo de eliminação 
 
 
 
 
Liberação biológica ou 
extrinsecamente controlada  
de agentes terapêuticos 
 
 
 
Podem ser direcionados para 
células ou tecidos de escolha 
 

 
A escolha do material inicial deve ser com base em 
materiais não tóxicos, especialmente porque são 
direcionados à sáude humana/animal. 
 
Não há um tamanho específico que parece mais eficaz, 
com base em estudos in vivo. De 10 a 200nm são os 
diâmetros de partículas que provaram ser mais 
eficazes para uma ampla variedade de sistemas de 
entrega.  
 
Para ser eficaz, o agente ativo deve ser encapsulado 
dentro do veículo da nanopartícula. A adsorção, muitas 
vezes, é eficaz in vitro, mas não é eficaz para estudos 
in vivo por causa do sistema retículo-endotelial (RES). 
 
 
O veículo das nanopartículas e de funcionalização de 
superfície deve ser resistente à aglomeração, para os 
valores de pH, força iônica da solução, interações 
macromoleculares e temperatura, verificados no 
ambiente fisiológico. 
 
 
O veículo das nanopartículas deve ter um mecanismo 
de depuração pronto para evitar os efeitos cumulativos 
e/ou sistêmicos no organismo. 
 
A resistência à aglomeração e outros efeitos que 
removem o fármaco encapsulado do paciente devem 
ser evitados para promover longos períodos dentro do 
sistema circulatório. 
 
Deve haver um mecanismo de gatilho, tais como o pH 
acídico dentro do tumor ou durante a maturação do 
endossoma, concebido para a plataforma de 
nanopartículas para assegurar a liberação do fármaco 
encapsulado para o tecido alvo. 
 
As nanopartículas precisam ter superfície bioconjugada 
(funcionalizadas) a moléculas alvo para um câncer 
específico e promover a maior captação no interior das 
lesões cancerosas, eliminando efeitos colaterais para 
os tecidos saudáveis. 
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4. Aplicações de nanopartículas fosfatadas 

As nanopartículas fosfatadas têm sido efetivamente utilizadas em várias 

abordagens. Zhang e colaboradores, (2009), estudaram nanopartículas de 

fosfato de cálcio com conjugados do antígeno promotor do gene 

carcinoembrionário (CEA) fundido com um gene pró-apoptótico citosina 

deaminase de Escherichia coli (CD) para direcionamento in vivo de tratamento 

de câncer de cólon. Já Li et al, (2010) utilizaram uma formulação de 

nanopartículas à base de fosfato de cálcio revestidas com lipídio e PEG 

contendo anisamida ligada ao receptor para demonstrar a distribuição in vivo 

de pequenos RNAs interferentes (siRNA) em xenoenxerto de tumores de 

pulmão. Ainda trabalhando com ácidos nucleicos, Bisht e colaboradores (2005), 

sintetizaram nanopartículas de fosfato de cálcio carreando DNA e 

aperfeiçoaram um método de preparação que envolvia a precipitação dos 

fosfatos de cálcio na presença de plasmídeos de DNA (pDNA) em um núcleo 

aquoso com gotículas de microemulsão. Os pDNA foram bem protegidos 

contra degradação e facilmente dissolvidos em meio ácido, liberando o DNA. 

Estudos de transfecção in vitro indicaram que a eficiência na transfecção 

destes transportadores era tão elevada quanto à do Polyfect, um reagente de 

transfecção disponível comercialmente. Os autores concluíram que as 

nanopartículas de fosfato de cálcio possuem um papel bem definido no 

carreamento de DNA, provavelmente por escape endossomal, podendo então 

ser utilizadas como vetor não viral eficaz em terapia gênica. Tonelli e 

colaboradores, (2015), utilizaram nanodiamantes, nanotubos de carbono de 

paredes múltiplas, nanorods de ouro e uma nanopartícula fosfatada contendo 

cromo (NPC) em células de difícil transfecção. A NPC se destacou pela 

eficiência no carreamento associada à baixa citotoxicidade quando comparada 

às demais nanopartículas (Tonelli et al, 2015). 

Barth e colaboradores, (2010), investigaram bioconjugados de 

nanopartículas à base de fosfato de cálcio como marcador de imagem in vivo e 

direcionamento para câncer de mama e pâncreas. As nanopartículas foram 

marcadas com fluoresceína e corantes com holotransferina humana e anticorpo 

anti CD71 via avidina-biotina e utilizaram estratégias de acoplamento para 

direcionamento de xenoenxerto de tumor de mama através da utilização de 

PEG maleimida. 
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Fosfatos de cálcio nanométricos estudados como sistemas de 

distribuição de fármacos são altamente compatíveis com drogas e hormônios, 

tais como insulina, antibióticos e, como descrito, são passíveis de serem 

funcionalizados. Paul e Sharma, em 2012, estudaram nanopartículas de fosfato 

de cálcio com zinco, como carreadores de insulina no intestino. As 

nanopartículas carreadas com insulina foram revestidas por alginato sensível 

ao pH, que libera a insulina no meio intestinal, mantendo a sua conformação 

estável. Os autores concluíram que o nível de glicose no sangue dos ratos 

diabéticos ficou normal após a administração da formulação, sendo mantido 

por mais de 12 horas e, com o efeito benéfico do zinco já demonstrado em 

pacientes diabéticos, este sistema demonstrou ser um excelente veículo para 

carreamento de insulina no intestino.  

Radin e colaboradores, (1997), sintetizaram cerâmicas à base de fosfato 

de cálcio como carreadores de Vancomicina, para a prevenção de infecções 

decorrentes de artroplastia total do joelho. A Vancomicina foi carreada pelas 

cerâmicas à base de fosfato de cálcio em um substrato de ligas de titânio. O 

carreamento foi feito através da imersão de discos de cerâmica com 

Vancomicina em solução fisiológica. A cinética de liberação da Vancomicina e 

a eficácia de inibição de Staphylococcus aureus foram determinadas in vitro e 

comparadas com a liberação a partir do antibiótico normalmente utilizado, 

carreado com PMMA-polimetilmetacrilato. Este estudo indicou que os 

revestimentos osteocondutores de fosfato de cálcio apresentaram grande 

potencial para o transporte de drogas para a prevenção de infecções 

consequentes da artroplastia total de joelho. 

Apesar de sua segurança e grande número de características 

biocompatíveis desejáveis, nenhum relato sobre a síntese de compostos 

nanométricos sólidos ricos em fosfatos para o tratamento das leishmanioses foi 

relatado, até o momento, na literatura. 

 

5. Aspectos gerais das leishmanioses  

 As leishmanioses são um grupo de doenças infecto-parasitárias 

causadas por espécies de protozoários do gênero Leishmania (Ross, 1903), 

que fazem parte da ordem Kinetoplastida e da família Trypanosomatidae. O 
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gênero Leishmania é subdividido em dois subgêneros: Leishmania e Viannia e 

essa divisão é baseada no desenvolvimento dos parasitos no tubo digestório 

do inseto vetor. Existem mais de 20 espécies e subespécies quem infectam o 

homem, além das espécies de reservatórios da doença (WHO, 2014). 

 No subgênero Leishmania, as espécies do complexo donovani, como 

L.(L.) donovani, L.(L.) infantum e L.(L.) infantum chagasi são responsáveis pela 

leishmaniose visceral no Velho Mundo (continentes: europeu, africano, asiático 

e ilhas adjacentes) e Novo mundo (inclusão das Américas) e as espécies do 

complexo L. mexicana incluem as que causam leishmaniose cutânea e 

leishmaniose mucocutânea no Novo Mundo, tais como L.(L.) amazonensis e 

L.(L.) mexicana e do Velho Mundo, L.(L.) major, L.(L.) tropica e L.(L.) 

aethiopica. No subgênero Viannia são classificadas as espécies do complexo 

L. brasiliensis, agentes etiológicos da leishmaniose cutânea e leishmaniose 

mucocutânea no Novo Mundo. No Brasil, as leishmanioses tegumentares são 

causadas principalmente por L.(V.) brasiliensis, L.(V.) guyanensis e L.(L.) 

amazonensis, e a leishmaniose visceral ou calazar (Kala-azar) é causada por 

uma única espécie, L.(L.) infantum chagasi.  (Grimaldi Jr et al, 1989; Grimaldi Jr 

e Tesh, 1993; Shaw, 2006; Marcili et al, 2014). 

 

5.1. Ciclo biológico 

 O gênero Leishmania possui duas principais formas evolutivas: 

promastigotas e amastigotas. As promastigotas são formas flageladas, 

extracelulares, encontradas no tubo digestório do inseto vetor e, as 

amastigotas, são aflageladas, intracelulares obrigatórias, sendo observadas 

nos tecidos dos hospedeiros vertebrados (Figura 2). 

 

 

 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Europa
https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81frica
https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81sia
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ilhas_adjacentes
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Figura 2. Fotomicrografia das formas evolutivas de Leishmania sp.: (A) promastigota, 
flagelada e extracelular e (B) amastigota, aflagelada e intracelular. (Fonte CDC - 
Centers for Disease Control and Prevention). 

 

 O ciclo biológico da Leishmania sp se inicia quando a fêmea do inseto 

vetor, um flebotomíneo, realiza o repasto sanguíneo em um mamífero infectado 

com as formas amastigotas da leishmania. No intestino médio de Lutzomyia 

longipalpis (Novo Mundo) ou Phlebotomus (Velho Mundo), as amastigotas 

permanecem junto com o sangue ingerido e após 12 a 18 horas, se 

transformam em formas flageladas pequenas, ovóides, de pouco movimento, 

chamadas promastigotas procíclicas (Sacks e Kamhawi, 2001; Chappuis et al, 

2007).  

 Essas formas se multiplicam por divisão binária e são capazes de se 

aderir ao epitélio intestinal do flebotomíneo devido a um conjunto de 

glicoproteínas de membrana (lipofosfoglicanos - LPG) e a adesão propiciada 

por essas moléculas impede que o parasito seja expelido juntamente com as 

excretas do flebotomíneo, após a digestão do sangue (Sacks e Kamhawi, 

2001).  

 As promastigotas procíclicas passam por mudanças morfológicas e 

fisiológicas no tubo digestivo do vetor e parte dessa população se diferencia 

em formas metacíclicas, onde há uma mudança do perfil de moléculas 

citoplasmáticas e de membrana do parasito, o que garante sua liberação do 

tubo digestivo do inseto vetor, tornando-as mais infectantes ao hospedeiro 

mamífero (Sacks e Sher, 2002; Chappuis et al, 2007; Handman e Bullen, 

2002). 

A B 
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 Ao realizar um novo respasto sanguíneo em hospedeiro vertebrado 

susceptível, as formas infectantes de Leishmania são inoculadas diretamente 

da probóscide, junto com a saliva do inseto. Esta saliva apresenta uma 

capacidade anticoagulante, por conter peptídeos de grande poder 

vasodilatador, exercendo, portanto, importante papel na transmissão do 

protozoário. (Schlein, 1993; Sacks e Kamhawi, 2001; Killick-Kendrick e Rioux, 

2002; Bates, 2008; Araújo-Santos et al, 2010). 

 As promastigotas metacíclicas, uma vez no interior do hospedeiro 

vertebrado, podem ser fagocitadas por neutrófilos, células dendríticas ou 

macrófagos. Após a internalização, as promastigotas estão vulneráveis à 

acidez e a ação de enzimas líticas do fagolissosoma e se diferenciam em 

formas amastigotas. Estas formas podem evadir a resposta imunológica dos 

macrófagos e multiplicar por divisão binária até a morte e ruptura dos 

macrófagos infectados, perimitindo a liberação das amastigotas e favorecendo 

a fagocitose das amastigotas por outras células do sistema mononuclear 

fagocitário.  Quando o flebotomíneo realiza o repasto sanguíneo neste 

hospedeiro, ingere macrófagos infectados, perpetuando o ciclo do parasito 

(Vannier-Santos et al, 2002; Olivier et al, 2005; Chappuis et al, 2007; Rodriguez 

et al, 2011) 
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Figura 3. Ciclo Biológico de Leishmania sp. (Fonte: adaptado de Chappuis et al, 
2007). 

 

 Dependendo da espécie de Leishmania e das interações com o 

hospedeiro vertebrado, os parasitos apresentam diferentes tropismos, tais 

como: pele, mucosas, fígado, baço e medula óssea, caracterizando a 

manifestação clínica. A patogênese, suas manifestações clínicas e o curso da 

infecção dependerão das interações complexas relacionadas à virulência das 

diferentes espécies do gênero e da resposta imunológica mediada pelas 

células do hospedeiro (Harhay et al, 2011). 
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5.2. Epidemiologia das Leishmanioses 

 

 As leishmanioses ocorrem nas regiões tropicais, subtropicais e 

temperadas tanto no Velho Mundo quanto no Novo Mundo. A prevalência 

mundial é de cerca de 12 milhões de pessoas, com uma estimativa de 

incidência anual de 0,4 milhões de novos casos de leishmaniose visceral e 1,2 

milhões de casos de leishmaniose tegumentar (WHO, 2014). Esta doença afeta 

principalmente as pessoas de mais baixa renda na África, Ásia e América 

Latina e o aumento progressivo de sua incidência está associada à 

desnutrição, deslocamento da população, condições precárias de habitação e 

sistema imunológico comprometido (Desjeux, 2001). Na leishmaniose visceral, 

mais de 90% dos casos ocorrem em seis países: Bangladesh, Brasil, Etiópia, 

Índia, Sudão do Sul e Sudão e, se não tratada, pode chegar a taxas de 

letalidade de 100 % após dois anos em países em desenvolvimento (Alvar et 

al, 2012; WHO, 2014).  

 As taxas de mortalidade por leishmaniose são imprecisas e geralmente 

representam apenas as mortes registradas em hospitais. A ocorrência de 

subnotificações é gerada principalmente pela dificuldade de acesso ao sistema 

de saúde, representativo número de mortes (ocorrendo fora dos postos de 

saúde com causa provável não reconhecida), falha na vigilância epidemiológica 

e relatos de casos incompletos. A estimativa preliminar, considerando todos os 

impedimentos na coleta de dados é de 20.000 a 40.000 mortes por ano no 

mundo, principalmente por leishmaniose visceral (Alvar et al, 2012; WHO, 

2014). A figura 4, a seguir, mostra a distribuição geográfica e a incidência das 

leishmanioses visceral e tegumentar. 
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Figura 4. Distribuição geográfica da incidência da leishmaniose visceral (A) e 
leishmaniose tegumentar ou cutânea (B) no mundo. Dados do ano de 2012.  

Fonte: WHO Global Health Observatory Map Gallery, modificado 

(http://gamapserver.who.int/mapLibrary). 

 

 No Brasil, as ações de controle estão relacionadas ao diagnóstico e 

tratamento precoce dos casos, redução da população de flebotomíneos e 

eliminação dos reservatórios. Ainda assim, o número de casos cresceu 

substancialmente na última década, envolvendo tanto a forma visceral quanto a 

A 

B 

http://gamapserver.who.int/mapLibrary
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tegumentar. Esse aumento pode estar relacionado com a melhoria no 

diagnóstico e notificação dos casos, controle inadequado do inseto vetor, 

aumento da leishmaniose tegumentar associada a infecções oportunistas e o 

aparecimento de resistência aos medicamentos utilizados no tratamento das 

leishmanioses (Reithinger et al, 2007; Brasil, 2014). 

 

5.3. Patologia 

 A infecção por leishmania se dá através do parasitismo das células do 

sistema fagocítico mononuclear de órgãos como fígado, baço, medula óssea e 

sistema linfóide. A fagocitose dos parasitos pelos macrófagos ativados por INF-

γ é a primeira barreira contra a infecção, no entanto, são dotados de 

mecanismos que lhes permitem escapar dessas defesas (Wright e Silverstein, 

1983; Bogdan e Röllinghoff, 1999; Brittingham et al, 1999; Handman e Bulen, 

2002; Horikawa e Peña, 2011). 

Além da provável recombinação de seu glicocálix que limita o 

reconhecimento e opsonização por anticorpos, a mimetização do processo 

apoptótico expressa pela exteriorização de fosfatidilserina também faz com que 

estes parasitos sejam internalizados por macrófagos, alterando a resposta pró-

inflamatória adequada, sendo um mecanismo utilizado como forma de evadir o 

sistema imunológico (Bogdan e Röllinghoff, 1999; Brittingham et al, 1999;  

Heussler et. al, 2001; Handman e Bulen, 2002). Relatos de indução de 

apoptose (fragmentação nuclear, formação de corpos apoptóticos, padrão de 

fragmentação de DNA, etc) durante infecções já foram descritos e relacionados 

com uma imunorregulação no hospedeiro onde os parasitos são diretamente 

beneficiados por este controle que pode ser visto como um bem sucedido 

mecanismo de escape, uma vez que, tanto a indução quanto a inibição de 

apoptose são exercidas pelo parasita. A destruição do parasito pelo sistema 

complemento é impedida por não ocorrer a formação do complexo lítico de 

ataque a membrana uma vez que sua montagem pode ser inibida pela 

presença de lipofosfoglicanas (LPG) e proteases (gp63) nas membranas dos 

promastigotas (Bogdan e Röllinghoff, 1990, 1999; Horikawa e Peña, 2011). 

Dentro do vacúolo, as leishmanias ficam susceptíveis às espécies 

reativas de oxigênio (O2
-, H2O2) e óxido nítrico (NO), induzidas pelo macrófago 
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sob forma de subprodutos do pico respiratório. Estes são suprimidos pelo 

protozoário quando a fagocitose ocorre pela associação dos receptores do 

complemento CR3 e CR1 aos ligantes C3b e C3bi presentes na superfície do 

parasito, acompanhados da síntese de tripanotiona (ditiol que atua no 

metabolismo de peróxido). Dessa forma, infectam a célula-alvo com segurança, 

caso contrário o poder oxidante desses radicais livres atuaria na destruição dos 

parasitos (Wright e Silverstein, 1983; Babior et al, 2000; Horikawa e Peña, 

2011). A forma infectante promastigota, uma vez no interior do fagossomo, 

necessita da associação com lisossomos apresentando pH ácido para que 

tenha sucesso na sua transferência ao citoplasma da célula infectada, a fim de 

proliferar no compartimento citosólico sob a forma amastigota. Por serem as 

formas responsáveis pela manutenção da infecção, as amastigotas tornam-se 

os principais alvos terapêuticos (Wright e Silverstein, 1983; Brittingham et al, 

1999; Bogdan e Röllinghoff, 1999; Cunningham et al, 2002; Horikawa e Peña, 

2011; Real e Mortara, 2012). 

 

5.4. Tratamento  

 De acordo com a Organização Mundial da Saúde (WHO, 2012), os 

fármacos utilizados no tratamento da leishmaniose humana são a anfotericina 

B (desoxicolato e lipossomal), antimoniais pentavalentes (estibogluconato de 

sódio e antimoniato de meglumina), miltefosina, paromomicina e pentamidina 

(WHO/PAHO, 2012).  

 Antimoniais orgânicos, em sua forma trivalente (Sb III), foram utilizados 

na quimioterapia das leishmanioses pela primeira vez em 1912, pelo médico e 

cientista brasileiro Gaspar Vianna, logo após o reconhecimento, em 1904, de 

que as espécies de Leishmania eram a causa da leishmaniose. Somente a 

partir da década de 40 o uso do Sb (III) foi interrompido devido aos graves 

efeitos adversos provocados. Em decorrência disso, medicamentos à base de 

antimoniais pentavalentes Sb (V) foram desenvolvidos na forma de complexos 

com ácido glucônico e meglumina (Franco et al, 1995). 

 Os complexos de Sb (V) antimoniato de meglumina (Glucantime®, 

Sanofi-Aventis) e estibogluconato de Sódio (Pentostam®, GlaxoSmithKline) são 

utilizados contra todas as formas de leishmaniose na África, América do Sul, 
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Bangladesh, Nepal e Índia (exceto no estado de Bihar, devido ao alto índice de 

resistência ao antimônio) (Berman, 1997; WHO, 2014). Sua baixa absorção 

oral e sua elevada depuração plasmática determinam que seja administrado 

diariamente por via parenteral (endovenosa ou intramuscular) por um período 

de no máximo 40 dias (Chulay et al, 1988, WHO, 2010). 

 A resposta terapêutica é consideravelmente variável ao tratamento com 

os antimoniais dependendo da cepa do parasito envolvida, do estado 

imunológico do paciente e da forma clínica e estágio da doença, o que acarreta 

falhas no tratamento (Grimaldi Jr e Tesh, 1993; Sundar et al, 2000; Lawn et al, 

2003). 

 Os efeitos colaterais representam um problema importante no uso dos 

antimoniais pentavalentes. Estes efeitos aparecem principalmente no final do 

tratamento e incluem náuseas, vômitos, diarréia, anorexia, convulsões, 

pancreatite química, nefrotoxicidade, alterações eletrocardiográficas e 

desordens hepáticas, que se manifestam pelo aumento dos níveis séricos de 

transaminases e fosfatases alcalinas (Ballou et al, 1987; Alkhawajah et al, 

1992; Berman 1997; Sing e Sivakumar, 2004; Croft et al, 2006; Ikeda-Garcia et 

al, 2007; Santos et al, 2008; Mitropoulos et al, 2010). 

 No Brasil, além da toxicidade, outro problema da terapia das 

leishmanioses é a grande ocorrência da doença em zonas rurais, o que dificulta 

a assistência aos pacientes, que necessitam se deslocar até um centro de 

saúde para receber tratamento, mediante assistência hospitalar. 

Consequentemente, os casos de interrupção do tratamento se tornam mais 

frequentes, o que pode resultar também no aparecimento de resistência ao 

medicamento (Berman, 1997). Além disso, existem ainda outros fatores de 

risco responsáveis pela propagação da leishmaniose no mundo como nos 

casos de pacientes com leishmaniose cutânea difusa e os de co-infecção de 

HIV e leishmaniose visceral, onde há ausência da resposta imune celular e 

agravamento da infecção (Berhe et al, 1999; Convit et al, 1989; Desjeux e 

Alvar, 2003). 

 Nos últimos anos, alternativas terapêuticas aos antimoniais foram 

desenvolvidas para o tratamento das leishmanioses, como o desoxicolato de 

Anfotericina B (AmB), a AmB lipossomal, pentamidina e miltefosina (Santos et 

al, 2008). Apesar da disponibilidade de drogas alternativas, devido à toxicidade, 
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longos períodos de tratamento, variabilidade geográfica quanto à eficácia, 

taxas de recidivas, necessidade de internação e alto custo, esses tratamentos 

são cada vez mais inviáveis e há a necessidade de desenvolvimento de 

estratégias para reverter esse quadro. Além disso, devido às leishmanioses 

serem doenças ligadas às regiões mais pobres e apresentarem alta incidência 

em países em desenvolvimento, o custo de tratamento é um fator limitante nas 

políticas de erradicação e controle. A tabela 3 mostra uma projeção dos custos 

relacionados a todo tratamento da leishmaniose.  

  

Tabela 3. Custo do tratamento da leishmaniose. Adaptada de Olliaro et al, 2009. 

  
Internação 

      
Ambulatorial 

  
1 dia 

Dose total 
mg/Kg AB 20 AB 15 AB 10 AB 5 PM MF PM MF (preço 

marcado) 
MF (preço 

WHO) 
AB 5 

Cronograma dia 
sim/não 

dia 
sim/não 

dia 
sim/não 

1 vez 1 vez/d 50 mg 2 
vezes/d 

1 
vez/d 

50 mg 2 
vezes/d 

50 mg 2 
vezes/d 

1 vez 

Permanência 
hospitalar (dias) 

10 10 10 1 21 28 0 0 0 1 

Rota de 
administração 

IV IV IV IV IM PO IM PO PO IV 

Taxa de cura 
(%) 

94 94 94 91 94 94 90 85 85 90 

Custo cuidados $14400 $11400 $8400 $2000 $16440 $20200 $3210 $2800 $2800 $700 

Custo droga $28600 $22950 $16360 $6892 $745 $11925 $745 $11925 $7513 $6892 

Custo total $43000 $34350 $24760 $8892 $17185 $32125 $3955 $14725 $10313 $7592 

 

AB, anfotericina B lipossomal AmBisome®; PM, paromomicina; MF, miltefosina. 

IV, injeção intravenosa; IM, injeção intramuscular; PO, via oral 

Custo em dólares. 

 

 Há, portanto, a necessidade do desenvolvimento de fármacos que 

causem menos efeitos colaterais e que apresentem um custo mais adequado 

às necessidades dos pacientes.  

 

5.5. Mecanismos de ação dos fármacos contendo Sb 

 O mecanismo de ação dos antimoniais pentavalentes em Leishmania 

não está totalmente elucidado (Duffin e Renné, 1991; Frezard et al, 2009). O 

modelo mais aceito seria que o Sb (V) agiria como uma pró-droga e seria 
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reduzido no organismo à forma mais tóxica e ativa, Sb (III) (Frezard et al, 

2009). 

 Essa teoria é reforçada após um estudo que analisou o antimoniato de 

meglumina comercial e indicou que o conteúdo de Sb se encontrava na forma 

trivalente em até 30 % (contaminante), sugerindo que o modo de ação desta 

droga poderia ser mediado por este valor “residual”. E, também, que a 

disponibilidade da forma trivalente aumenta nos valores de pH reduzidos, como 

encontrado especificamente no vacúolo parasitóforo, onde a Leishmania reside 

no organismo (Salun e Frezard, 2013). 

 Estudos demonstram que esta reação poderia ocorrer tanto no 

hospedeiro vertebrado quanto no parasito (Goodwin e Page, 1943; Burguera et 

al, 1993; Ferreira et al, 2003; Wyllie e Fairlamb, 2006; Hansen et al, 2011; 

Shaked-Mishan et al, 2011;) e os potencias agentes relatados como 

responsáveis por essa reação de redução seriam os tióis: glutationa (GSH), 

que é o principal tiol no citosol de células de mamíferos; cisteína (Cis) e 

cisteína-glicina (Gli-Cis), que são encontrados dentro dos lisossomos; 

tripanotiona (T(SH)2), que é o principal tiol do parasito (Fairlamb e Cerami, 

1992; Yan et al, 2003). 

 As observações de que a Cis, Cis-Gli e (T(SH)2) são agentes de redução 

mais eficazes do que GSH e que esta redução é favorecida em pH ácido 

(Ferreira et al, 2003), direcionou a hipótese de que Sb(V) seria reduzido in vivo 

por T(SH)2 nos parasitos e por Cis ou Cis-Gli no interior dos compartimentos 

ácidos de células de mamíferos. Outros estudos reforçam a hipótese da 

participação de enzimas específicas do parasito no processo de redução de 

Sb(III) a Sb(V) através da redutase dependente de Thiol tipo 1 (TDR1) (Denton 

et al, 2004) e a antimoniato redutase tipo 2 (ACR2) (Yan et al, 2002; Zhou et al, 

2004). 

 O mecanismo do Sb (III) em Leishmania pode estar relacionado com sua 

afinidade com biomoléculas contendo sulfidrilas (tióis, enzimas, peptídeos, 

enzimas). Sb (III) é capaz de formar complexos estáveis com os tióis GSH e 

T(SH)2 (Sun et al, 2000; Yan et al, 2003). Estes complexos são substratos de 

transportadores do tipo (ABC), que são dependentes de ATP e sofreriam efluxo 

a partir da célula ou seriam sequestrados por vesículas intracelulares (Legare 

et al, 2001; Manzano et al, 2013). O transporte de Sb (III) nas células de 
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Leishmania ocorre por meio de uma proteína de membrana, a 

aquagliceroporina, AQP1 (Gourbal et al, 2004) e é independente de energia 

(Brochu et al, 2003). 

 Sb (III) pode promover sua ação leishmanicida por meio da indução do 

estresse oxidativo, pela inibição da tripanotiona redutase (TryR) e o aumento 

do efluxo de tióis reduzidos (Wyllie et al, 2004). Sua ação estaria também 

relacionada à ativação da cadeia de morte celular por interferência na 

estruturação e reparação de material genético, evidenciada por estudos nos 

quais o Sb (III) associa-se a resíduos de cisteína e histidina de “peptídeos dedo 

de zinco” promovendo o desacoplamento de Zn (II) (Demicheli et al, 2008; 

Frézard et al, 2012). A Figura 5 indica os principais mecanismos sugeridos para 

o Sb. 

 

 

Figura 5. Modelo proposto para o mecanismo de ação do antimônio (Sb) contra 
Leishmania. Fonte: modificado de Frézard et al, 2013. 
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II. JUSTIFICATIVA 

 

A descoberta de novas drogas é um processo longo e dispendioso. O 

total gasto para pesquisa e desenvolvimento nas indústrias farmacêuticas dos 

Estados Unidos foi mais de 20 bilhões ao ano até o fim dos anos 90 e, a cada 

ano, esse custo se eleva. Por isso, procura-se minimizar o tempo de 

desenvolvimento de uma nova droga. A utilização de nanocarreadores na 

elaboração de drogas mais eficientes tem sido considerada promissora, pois 

age também como uma via na tentativa de diminuição dos custos (Krogsgaard-

Larsen et al, 1996; Yih e Al-Fandi, 2006; Jiang, et al, 2008; Adair, et al 2010). 

A leishmaniose é uma doença negligenciada que afeta milhões de 

pessoas e o tratamento com antimoniato de meglumina tem gerado baixa 

adesão em função da sua alta toxicidade, gerando efeitos colaterais 

indesejados. Além disso, já existem relatos de resistência na utilização deste 

medicamento (Henderson, 1985; Franke et al., 1990; Hepburn, 1993; Ashford, 

1996; Faraut-Gambarelli et al, 1997; Delgado et al, 1999; Magill, 2000;  Ferreira 

et al, 2003; Henao et al, 2004; Frezard et al., 2005; Sharma e Singh, 2008; 

WHO, 2008). Ainda que a utilização de drogas encapsuladas (ex: lipossomas - 

AmBisome®) e emulsões lipídicas (ex. Anfotericina B) tenha apresentado 

resultados satisfatórios, o alto custo ainda os mantém fora dos programas de 

Saúde Pública (Kumar, 2000). Alguns estudos que utilizam o antimoniato de 

meglumina em lipossomas ainda se encontram na fase de testes pré-clínicos 

(Gabizon et al., 2003; Frézard et al., 2005). 

Ensaios preliminares conduzidos em nosso laboratório (LIQBRA) 

demonstraram a possibilidade de sintetizar minerais amorfos ricos em fosfatos 

que poderiam ser utilizados como nanocarreadores de antimônio, pois 

apresentariam dissolução sob condições intracelulares, baixa reatividade 

imunológica, diâmetro inferior a 10 m e superfície carregada (Simkiss, 1981; 

Simkiss e Taylor, 1994, Corrêa Jr et al., 2009), o que pode contribuir para a 

diminuição das doses sistêmicas do fármaco e também reduzir a concentração 

de Sb utilizado, reduzindo assim os efeitos colaterais atuais obervados no 

tratamento com Glucantime. 

Neste estudo, foi proposta a síntese e caracterização físico-química de 

compósitos nanoestruturados fosfatados (CNF) contendo ou não antimônio 
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como sistemas de liberação controlada de fármacos em modelo de infecção 

experimental em macrófagos murinos com Leishmania infantum como alvo 

biológico, sob diferentes condições de ensaio. 
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III. OBJETIVOS  

 1. Objetivo geral 

Síntese, caracterização físico-química e avaliação da atividade 

antileishmanial de compósitos nanoestruturados fosfatados como matriz 

carreadora de Sb em modelo de estudo in vitro. 

 

2. Objetivos específicos 

Sintetizar CNFs contendo diferentes concentrações de antimônio pelo 

método desenvolvido por nosso grupo de pesquisa. 

Caracterizar os CNFs sintetizadas física e quimicamente.  

Realizar ensaios in vitro em macrófagos não expostos à Leishmania 

infantum, para avaliar a viabilidade celular após interação com os CNFs. 

Verificar a internalização dos CNFs bem como avaliar a incorporação de 

antimônio em macrófagos não infectados. 

Avaliar a taxa de infecção de amastigotas de Leishmania infantum em 

macrófagos murinos. 

Avaliar a ativação de macrófagos, pela liberação de óxido nítrico (NO), 

quando infectados com L. infantum e expostos aos CNFs. 
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IV. MATERIAIS E MÉTODOS 

1. Síntese de compósitos nanoestruturados fosfatados (CNF) 

Os compósitos nanoestruturados fosfatados (CNF) foram sintetizados no 

Laboratório do Estudo da Interação Físico-Química e Reprodução Animal, no 

Departamento de Morfologia, ICB-UFMG, em meio líquido com pH controlado, 

utilizando-se soluções contendo sais fosfatados e ânions de reconhecida 

atividade biológica associados a modificadores do estado cristalino 

(Na4P2O710H2O - Cromoline; CaCl22H2O -  Cromoline; KSb(OH)6 - Sigma, 

MgCl26H2O - Synth), em um sistema de membranas semipermeáveis 

(Spectrum Medical Industries, Inc). Foram obtidos quatro tipos de CNF: CNF0 

(sem Sb na formulação), CNF3, CNF5 (contendo Sb na forma pentavalente) e 

CNFT (contendo Sb na forma trivalente), diferenciados entre si pela adição de 

concentrações crescentes de Sb durante as sínteses. As condições 

experimentais e metodológicas constam em pedido de patente e encontram-se 

protegidas nos depósitos registrados sob os números BR 10 2012032493-8, 

BR 10 2013032731-0 e BR 13 2015031111-6 (Anexos A, B  e C). 

Após a síntese, os CNFs foram isolados por centrifugação a 3500 rpm 

por 10 minutos, descartando-se o sobrenadante. O precipitado resultante foi 

lavado três vezes com etanol absoluto (Merck) e após nova série de 

centrifugação, foram secos em estufa a 60º C por 48 horas. Alíquotas de 1 mg 

por frasco de cada CNF foram inseridas em microtubos cônicos de 

polipropileno e esterilizadas por irradiação gama, na dose de 25 kGy, no 

Laboratório de Irradiação Gama - LIG, CDTN-UFMG. 

Para todas as análises subsequentes, uma solução estoque contendo 1 

mg de CNF foi eluída em 100 L de líquido (água milli-Q, etanol ou meio de 

cultura RPMI 1640), imediatamente antes da utilização. 

 

2. Caracterização dos compósitos nanoestruturados fosfatados (CNF) 

2.1. Potencial Zeta 

Para obter o potencial zeta dos CNFs foi utilizado o equipamento 

Zetasizer Nano Series (Malvern), do Laboratório de Biofísica Molecular, ICB-

UFMG. Foi utilizado 20 L da solução estoque (1 mg de cada CNF diluídos em 

100 l de água milli-Q) e adicionados a 2 mL de água destilada, inserindo nas 
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cubetas do equipamento, para efetuar as leituras. As leituras foram registradas 

após a homogeinização seguidas da estabilização das amostras.  

 

2.2. Distribuição de diâmetro e morfologia 

Amostras dos CNFs (1 mg diluídos em 100 l de água milli-Q) foram 

hidratadas e depositadas sobre lamínula de carbono (Thermanox®), secas ao 

ar, metalizadas a vácuo (10-5 mBar) com carbono no evaporador Hitachi 

modelo HUS4G e analizadas nos microscópios de varredura FEG Quanta 200 

(FEI) e JEOL JSEM 6340  do Centro de Microscopia Eletrônica da UFMG, onde 

foram adquiridas as imagens por elétrons secundários utilizando-se ampliações 

entre 30.000 e 50.000x. Os diâmetros dos CNFs foram medidos através da 

técnica de Morfometria, de acordo com as micrografias eletrônicas capturadas, 

utilizando o programa ImagePro Plus 4.0. As distribuições de diâmetro foram 

geradas no programa GraphPad Prism 5.0.  

 

2.3. Difração de raios-X (DRX) 

Amostras secas (3 mg de cada CNF) foram depositadas sobre suportes 

de silício e analisadas no Difratrômetro de Policristais (Geigerflex-RIGAKU), 

composto por bomba de Cu, com ângulo de leitura de 2θ, aproximadamente 70 

graus, com passo de 0,1º e tempo de acumulação médio de 1 hora. As 

medidas foram realizadas no Laboratório de Cristalografia, do Departamento de 

Física da UFMG. Os difratogramas contendo a distribuição de intensidade do 

feixe difratado pelos diferentes planos cristalinos ou o padrão amorfo foram 

obtidos para todos os CNF sintetizados. Os difratogramas foram comparados 

com padrões localizados nas bibliotecas cristalográficas: ICSD-Inorganic 

Crystal Structure Database (disponível em: http://icsd.fiz-

karlsruhe.de.fisica.dotlib.com.br/search/basic.xhtml) e CRYSTMET (disponível 

em:(http://bdec.dotlib.com.br/go_global/index?direct=true&embed=false&app=c

rystmet), a fim de identificar os possíveis planos cristalinos conhecidos.   

2.4. Dosagem de Sb nas nanopartículas 

Para a dosagem de Sb nas nanopartículas, foram utilizados 1 mg de 

cada uma, diluídos em HNO3 0,2 % e posteriormente lidas em um 

http://icsd.fiz-karlsruhe.de.fisica.dotlib.com.br/search/basic.xhtml
http://icsd.fiz-karlsruhe.de.fisica.dotlib.com.br/search/basic.xhtml
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espectrômetro de absorção atômica (AAnalyst 600, Perkin Elmer),  em um 

comprimento de onda de 217.6 nm. As dosagens de antimônio foram 

realizadas utilizando uma curva de calibração, com Antimony 1000 PPM A/S 

Standard II (PerkinElmer Pure – Atomic Spectroscopy Standard) estabelecida 

com um padrão de antimônio. As leituras foram realizadas no Laboratório de 

Biofísica de Sistemas Nanoestrututrados, do Departamento de Fisiologia e 

Biofísica, ICB/UFMG. 

 

3. Ensaios in vitro 

3.1. Animais 

Foram utilizados camundongos BALB/c, com idade entre 4 a 6 semanas, 

provenientes do Centro de Bioterismo (CEBIO), do ICB-UFMG. Os 

experimentos foram realizados em conformidade com as orientações para o 

uso de animais de laboratório e aprovados pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais (CEUA) da UFMG (Protocolo número: 131/2012) (Anexo D). 

 

3.2. Obtenção de macrófagos 

Para a retirada de macrófagos peritoneais, camundongos BALB/c foram 

inoculados via intraperitoneal com 2,5 mL de tioglicolato a 3% (Gordon, 2003). 

Após 3 dias, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e, em 

cada um, injetou-se na cavidade peritoneal 10 mL de meio de RPMI 1640 não 

suplementado, gelado e estéril. Posteriormente, foi feita uma massagem 

abdominal com a retirada do meio contendo os macrófagos, com auxílio de 

seringas, mantidas no gelo até a centrifugação. As células foram centrifugadas 

a 3500 rpm por 15 minutos e posteriormente contadas em câmara de Neubauer 

para serem plaqueadas. Todos os ensaios de obtenção de macrófagos, MTT, e 

infecção de macrófagos com L. infantum foram realizados no Laboratório de 

Biologia de Leishmania, do Departamento de Parasitologia, ICB-UFMG. 

 

3.3. Ensaio de citotoxicidade dos compostos sobre macrófagos (MTT) 

Foram realizados ensaios da citotoxicidade in vitro dos CNFs contendo 

antimônio (CNF3, CNF5 e CNFT) e sem antimônio (CNF0) em sua formulação, 
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em macrófagos murinos, por meio da técnica de (MTT (brometo de [3(4,5-

demetiltiazol-2-il]-2,5- difeniltetrazolium) (Mosmann, 1983). Para isto, foram 

incubados 5x105 macrófagos por poço, em meio RPMI 1640. Após as lavagens 

para retirada das células não aderidas, os macrófagos aderidos à placa foram 

incubados com a solução de CNF0, 3, 5 e T, (estoque de 1 mg) em diluições 

de: 1, 0,1, 0,01, 0,001 e 0,0001 mg mL-1, em volume final de 100 μL de meio 

RPMI 1640 completo. Como controle positivo do experimento, macrófagos 

aderidos foram incubados na presença apenas do meio de cultura. 

As culturas permaneceram expostas aos compostos durante 24 horas, 

incubadas a 37 ºC com atmosfera de 5 % de CO2. Após o período de 

incubação, adicionou-se aos poços 10 L da solução MTT (Sigma® Co-USA) a 

5 mg mL-1 (50 g/poço). As placas foram novamente incubadas por 4 horas a 

37ºC com atmosfera de 5% de CO2. Após incubação, o sobrenadante foi 

removido e adicionado 100 L de dimetilsulfóxido (DMSO), para solubilizar os 

cristais de formazan gerados, e posteriormente as placas foram lidas em 

espectrofotômetro, com densidade óptica lida em comprimento de onda de 570 

nm (Tempone et al, 2004). Os experimentos foram repetidos no mínimo três 

vezes em triplicatas.  

 

3.4. Ensaio de internalização dos CNFs utilizando microscopia eletrônica 

de varredura e microscopia analítica 

Para este experimento, macrófagos murinos peritoneais (5x105) foram 

plaqueados em placa de 24 poços, em triplicata, utilizando lamínulas 

(Thermanox) para a aderência dos mesmos, sendo mantidos em estufa a 37 

ºC, com atmosfera de 5 % de CO2. Após 24 horas de exposição às CNF0, 

CNF3, CNF5 e CNFT, na concentração de 60 g mL-1, as células aderidas às 

lamínulas foram fixadas em glutaraldeído 4 % em tampão cacodilato, 0,1 M, pH 

7,4. Após uma hora, as células foram lavadas no mesmo tampão e foram 

metalizadas com carbono utilizando em um evaporador (Hitachi modelo 

HUS4G) e analisadas por MEV, com elétrons secundários, elétrons 

retroespalhados e por microanálise de raios-X em um microscópio FEG Quanta 

200 (FEI) do Centro de Microscopia Eletrônica da UFMG.  
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3.5. Determinação de Sb intracelular em macrófagos 

A incorporação de Sb intracelular em macrófagos foi determinada pela 

técnica de espectroscopia de absorção atômica em forno de grafite (GFAAS) 

(Roberts e Rainey, 1993). Macrófagos foram contados em câmara de 

Neubauer e o volume ajustado para 5x105 células/mL. As células, em um 

volume final de 1 mL, foram mantidas em placas de 24 poços, em estufa a 37 

ºC com atmosfera de 5 % CO2. Duas horas após a adesão dos macrófagos os 

CNF0, CNF3, CNF5 e CNFT foram adicionados à cultura, utilizando a 

concentração de 60 g mL-1 e incubados por 24 e 48 horas. 

Após a exposição, as células foram lavadas 3x em meio RPMI 1640 a 

fim de remover todos CNF e Sb em torno das células. As amostras foram 

digeridas em ácido nítrico (HNO3) 65 % (Merck) e diluídas 100 vezes, em 

(HNO3) 0,2 %, posteriormente lidas em um espectrômetro de absorção atômica 

(AAnalyst 600, Perkin Elmer),  em um comprimento de onda de 217,6 nm. As 

dosagens de antimônio foram realizadas utilizando uma curva de calibração, 

com Antimônio 1000 PPM A/S Standard II (PerkinElmer Pure – Atomic 

Spectroscopy Standard) estabelecida com um padrão de antimônio. As leituras 

foram realizadas no Laboratório de Biofísica de Sistemas Nanoestrututrados, 

do Departamento de Fisiologia e Biofísica, ICB/UFMG. 

 

3.6. Atividade anti-amastigota de CNF0, CNF3, CNF5 e CNFT  

Para a infecção dos macrófagos aderidos em placas e lamínulas, foram 

utilizados promastigotas de L. infantum, durante a fase estacionária de 

crescimento. Os parasitas (1x107) foram incubados juntamente com os 

macrófagos (5x105), “overnight”, a 37° C e 5 % de CO2 para permitir a infecção. 

As placas foram lavadas duas vezes com RPMI 1640 à temperatura ambiente 

para remover os parasitas não internalizados. Este tempo foi considerado o 

“tempo zero” de infecção. As células foram então incubadas com os CNF0, 

CNF3 (Sb(V)), CNF5 (Sb (V)) e CNFT (Sb (III)) utilizando diluições a partir da 

solução estoque (1 mg diluído em volume final de 100 L de meio), nas 

concentrações de 20, 60 e 180 g mL-1  e com Glucantime, nas concentrações 

de 50, 150 e 450 ng mL-1, por 24, 48 e 72 horas a 37° C, na presença de 5 % 

de CO2 até ao fim do experimento.  
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O antimoniato de meglumina utilizado no experimento foi proveniente da 

droga comercial Glucantime® (apresentado em ampolas de 5 mL a 300mg/mL, 

lote 3680, Sanofi-Aventis, São Paulo), obtidas pelo Ministério da Saúde. A 

partir desse material soluções estoque a 3 mM e 30 mM foram feitas visando a 

obtenção de concentrações finais de uso.  

 A taxa de infecção assim como o número de amastigotas por macrófago 

foi avaliada pela contagem do número de macrófagos infectados e pelo número 

de parasitas (na forma amastigota) no interior dessas células, após os tempos 

variados de incubação. Este experimento foi realizado em duplicata. A taxa de 

infecção do controle deste teste foi > 90 %.  

A atividade do Glucantime e dos CNFs foi avaliada, após utilizar a 

coloração de Panótico nas lamínulas, através da contagem de 200 macrófagos 

em cada tratamento e a taxa de infecção das células foi calculada por meio do 

percentual (%) de células infectadas em todos os tratamentos (Gebre-Hiwot et 

al, 1992; Bogdan et al, 1990). O número de parasitas internalizados foi de 

demonstrado de acordo com a taxa de infecção categorizada por: macrófagos 

não infectados, 1-5, 6-10 ou  >10 amastigotas/macrófago, adaptado de Gebre-

Hiwot et al, 1992. 

 

3.7. Produção de óxido nítrico em macrófagos infectados ou não tratados 

com CNF3 e CNFT 

 Com o objetivo de avaliar a produção de NO em estímulo à co-cultura 

dos macrófagos juntamente com as leishmanias, bem como se os compostos 

utilizados exerciam aumento da produção de NO, foi utilizada a microscopia de 

epifluorescência. Para tal, os macrófagos foram plaqueados (5x105 céls/poço) 

em placas de 24 poços com lamínulas de vidro estéreis, infectados com 107 

promastigotas de L. infantum em cada poço. Após 24 horas de cultura, os 

diferentes tratamentos (amastigotas de L. infantum axênicas, macrófagos não 

infectados, macrófagos infectados, não infectados CNFT, macrófago não 

infectado com CNF3, macrófago infectado com CNFT e com macrófago 

infectado com CNF3) foram incubados com 10 mol L-1 da sonda fluorescente 

intracelular para o NO, 4-amino,5-methylamino-2’,7’-difluorescein diacetate 

(DAF-FM DA), por 30 minutos à temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Após 

duas lavagens com solução de PBS para remoção do excesso de sonda do 
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meio extracelular, as lamínulas foram montadas com PBS em lâminas para 

microscopia. As preparações foram analisadas em microscópio de 

epifluorescência (Axio Apo Tome, Zeiss, Alemanha). A sonda foi excitada a 480 

nm com uma lâmpada de xenônio e a emissão de fluorescência foi filtrada a 

490-530nm. A aquisição de dados foi realizada na modalidade de snap com o 

tempo de exposição fixo em 500 mili-segundos. A intensidade de fluorescência 

foi calculada a partir das imagens obtidas por meio do programa ImageJ 

(Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA). Foram selecionadas 

células (regiões de interesse) e por fim o valor absoluto de fluorescência foi 

demonstrado por meio de uma média das u.a. (unidades arbitrárias) de 

fluorescência gerada. Os dados foram estatisticamente analisados por meio do 

teste one way ANOVA, seguido do pós-teste de Bonferroni. 

 

4. Análise Estatística 

As análises estatísticas foram realizadas usando o programa GraphPad 

Prism 5.0 (Prism Software, Irvine, CA, USA) utilizando-se análises de variância 

(two way ANOVA) seguidas de pós teste de Bonferroni. Os resultados foram 

expressos como média seguidos de erro padrão, com intervalo de confiança de 

95 %. Resultados onde p < 0,05, foram considerados estatisticamente 

significativos. 
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V. RESULTADOS 

 

1. Caracterização físico-química dos CNF 

1.1. Potencia zeta e condutividade 

O Potencial zeta e condutividade dos CNFs são apresentados na Tabela 

4. Todos os valores de potencial zeta se mantiveram negativos, entre -14,7 e -

19,5 mV. A condutividade apresentou valores próximos a 0,02 mS cm-1 no 

CNF0, CNF3, CNF5. 

 

Tabela 4. Caracterização dos CNFs em relação ao potencial zeta e condutividade. 

CNF     Potencial Zeta (mV)     Condutividade (mS cm-1) 

CNF0 

CNF3 

CNF5 

CNFT 

-19,5 

-17,8 

-15,5 

-14,7 

0,0082 

0,0136 

0,0197 

0,1620 

 

1.2. Distribuição de diâmetro e morfologia dos CNFs por Microscopia 

Eletrônica de Varredura 

Todos os CNFs sintetizados apresentaram forma esférica, como mostrado 

pelas eletromicrografias (Figura 6). A distribuição de diâmetro obtida para o 

CNF0 apresentou média de 183,2 nm e o intervalo de confiança de 95 % foi 

entre 173,1 e 193,3 nm. Para o CNF3, a média obtida foi 193,5 nm, com 

intervalo de confiança de 95% entre 185,2 e 201,8 nm. Para o CNF5, a média 

obtida foi 172,8 nm, com intervalo de confiança de 95 % entre 166 e 179,6 nm. 

Para o CNFT, a média obtida foi 186,4 nm, com intervalo de confiança de 95 % 

entre 178,2 e 194,4 nm.  
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Figura 6. Micrografias eletrônicas por elétrons secundários acompanhadas de gráfico 
da distribuição de diâmetro do CNF0, CNF3, CNF5 e CNFT (A, B, C e D). 

1 m 

1 m 

2 m 

1 m 
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1.3. Padrões de difração de raios-X dos CNFs 

Os padrões de difração de raios-X são mostrados nas figuras 7 e 8. O 

difratograma da figura 7 mostra um único pico largo que está presente em 2θ = 

28,3 º para todas as nanopartículas sintetizadas, similar ao do porta amostras 

de silício, indicando um padrão predominantemente amorfo. O CNF5 também 

apresentou picos cristalinos (19,1 e 22,1). Após análise nos bancos de dados 

cristalográficos identificamos a similaridade com a Mopungita, mineral de 

fórmula NaSb(OH)6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Difratograma dos CNFs, Mopungita e KSb(OH)6. Em relação ao porta 
amostras, que é amorfo, pode-se notar que CNF0 e CNF3 apresentaram um perfil 
amorfo. O CNF5 apresenta-se amorfo com alguns picos cristalinos. 

  

 A figura 8 mostra o difratograma do CNFT (SbIII) que contém o 

composto tartarato de antimônio e potássio (C8H4K2O12Sb2) em sua síntese, 

bem como o difratograma deste composto. Em relação ao porta amostras, que 

é amorfo, o CNFT apresenta um perfil predominantemente cristalino. Os planos 

cristalinos formados são diferentes dos picos encontrados em C8H4K2O12Sb2, 

demonstrando sua diferença estrutural.  
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Figura 8. Difratograma dos CNFT e C8H4K2O12Sb2. Os picos encontrados no CNFT 
não se assemelham aos picos presentes em C8H4K2O12Sb2. 

 

1.4. Concentração de Sb nas nanopartículas 

 A tabela 5 mostra os valores de Sb encontrados para cada 

nanopartícula. Observa-se que o CNF que possui maior concentração de Sb foi 

o CNFT, e o que possui a menor concentração, CNF3. O CNF0 apresenta um 

valor abaixo do limite de detecção do aparelho, sendo que esta nanopartícula 

não apresenta Sb em sua estrutura.  

 

Tabela 5. Quantificação de Sb nas nanopartículas. 

CNF                   Concentração de Sb (g mL-1)     

CNF0 

CNF3 

CNF5 

CNFT 

0,063 

6,948 

36,243 

46,697 
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2. Ensaios in vitro 

2.1. CNFs não apresentam toxicidade para macrófagos murinos  

A toxicidade dos CNFs foi testada em cultura de macrófagos murinos. A 

figura 9 mostra os gráficos de viabilidade celular encontrada nas diferentes 

diluições das nanopartículas (1, 0,1, 0,01, 0,001, 0,0001 mg mL-1). Não foi 

observada qualquer redução significativa na viabilidade das células frente às 

diferentes diluições testadas para cada CNF. O CNFT apresentou uma 

diferença significativa na viabiliadade de macrófagos (diluição 1 mg mL-1) em 

relação ao controle, mas a viabilidade celular foi pouco comprometida, em 

cerca de 24 %, percentual que inviabiliza traçar o IC50 desta nanopartícula. 
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Figura 9. Viabilidade celular dos CNFs.Conforme observado, após aplicação de teste 
estatístico (two way ANOVA), estas nanopartículas não apresentaram toxicidade aos 
macrófagos murinos, exceto no CNFT na diluição de 1 mg mL-1 onde houve diferença 
significativa quando comparado ao controle. 
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2.2. Ensaio de internalização das nanopartículas 

Utilizamos CNF3 e CNFT para demonstrar a internalização por 

macrófagos murinos utilizando técnicas microscopia de eletrônica de varredura 

(Fig.10). Pode-se observar os CNF3 e CNFT em no período de 72 horas, como 

mostrado na figura 10 A, B, D e E, respectivamente. No ensaio com CNF3 a 

distribuição de áreas claras de diferentes diâmetros abaixo da membrana 

plasmática evidenciam agregados de CNF que diferem do aspecto observado 

com após interação com o CNFT, o qual apresentaram menor número de 

inclusões citoplasmáticas com peculiar aspecto romboédrico de tamanho 

próximo a 2 m. 

Em C e F, estão representados os gráficos referentes à composição 

elementar das inclusões citoplasmáticas através da microanálise de raios-X, 

evidenciando nas amostras com CNF3 picos característicos de C, O, Na, Mg, 

P,  Sb, de forma similar, mas não idêntica ao observado para os expostos ao 

CNFT que apresenta C, O, Na, Mg,  e Sb. 

 

 

Figura 10. Micrografia eletrônica de varredura por elétrons retroespalhados mostrando 
macrófagos murinos com internalização de CNF3 (A e B) e em (C), o respectivo 
espectro de raio-X da região elétron-densa contendo picos característicos de C, O, Na, 
Mg, P e Sb. Micrografia eletrônica de varredura por elétrons secundários mostrando 
macrófagos murinos com CNFT internalizado (D e E), e respectivo espectro de raio-X 
da região elétron-lucente apresentando picos característicos de C, O, Na, Mg e Sb. 

10 m 2 m 

20 m 2 m 
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2.3. Concentração de Sb intracelular em macrófagos murinos 

A tabela 6 mostra a quantificação de Sb em macrófagos expostos aos 

CNF0, CNF3, CNF5 e CNFT, nos intervalos de interação de 24 e 48 horas. 

Todos os macrófagos expostos aos CNF contendo Sb apresentaram aumento 

em sua concentração no mínimo de 24 vezes (para CNF3 em 48 horas) e no 

máximo de 304 vezes (CNFT em 48 horas) sendo que para CNF0 em 48hs os 

valores são similares aos obtidos nos controles. 

No período de 24 horas, macrófagos tratados com CNF3 apresentaram 

valores inferiores aos obtidos para CNF5 e CNFT. Entretanto, não foi 

observada diferença significativa entre os tratamentos com CNF3 e CNF5 após 

48 horas, apenas com o CNFT. 

Os macrófagos apresentaram redução nas concentrações de Sb entre 

os períodos de 24 e 48 horas nos tratamentos com CNF3 (redução de 9%) e 

CNF5 (redução de 56%). Diferentemente, para o CNFT houve aumento de 19% 

ainda que não tenha sido evidenciado no teste estatístico.  

 

Tabela 6. Quantificação de Sb em macrófagos expostos aos CNF no período de 24 e 
48 horas. Análises estatísticas foram realizadas em dados transformados Y=Log(Y). 

 

 

 

 

 

 

Tratamento 
Sb adicionado  

0h 
24h 48h 

% internalização  
Sb 24h 

% internalização 
 Sb 48h 

Controle Nd 33 
a
 30 

a
 Nd Nd 

CNF0 37 
a
 nd 28

 a
 Nd Nd 

CNF3 4168 
c
 919 

b
 750 

b
 22 18 

CNF5 21745 
e
 3596 

c
 1912

b
 16 9 

CNFT 28018
 e
 7815

 d
 9345

 d
 27 33 

 
 

  
  



39 
 

2.4. Efeito de Glucantime, CNF0, CNF3, CNF5 e CNFT no modelo de 

infecção por Leishmania infantum. 

 

2.4.1 Percentual total de infecção  

 

Os gráficos mostrados na figura 11 indicam o percentual da infecção dos 

macrófagos após exposição ao Glucantime e CNF0, CNF3, CNF5 e CNFT, em 

24, 48 e 72 horas. Em 24 horas, houve redução da infecção quando tratados 

com Glucantime, CNF0, CNF3, CNF5 e CNFT (cerca de 10, 20, 42, 34 e 45% 

respectivamente) em todas as concentrações. Em 48 horas, a redução da 

infecção prossegue (cerca de 30% no Glucantime, 45% no CNF0, 55% no 

CNF3, 58% no CNF5 e 50% no CNFT), bem como em 72 horas (cerca de 40% 

no Glucantime, 50% no CNF0, 61% no CNF3, 37% no CNF5 e 50% no CNFT).  
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Figura 11. Percentual de redução da infecção em 24, 48 e 72 horas após exposição 

ao Glucantime (50, 150 e 450 ng mL-1) e CNF0, CNF3, CNF5 e CNFT (20, 60 e 180 g 
mL-1). 
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2.4.2 Redução do número de amastigotas por macrófago quando 

expostos aos CNFs 

 

A figura 12 mostra o efeito de Glucantime e CNF0, nas concentrações 

de 50, 150 e 450 ng mL-1 e 20, 60 e 180 g mL-1 respectivamente sobre 

amastigotas de L. infantum, após os períodos de 24, 48 e 72 horas.   

As taxas de infecção dos macrófagos controle (sem adição de 

Glucantime e CNF) a cada tempo analizado estão na concentração 0 (zero). No 

tratamento com CNF0 em 24 horas, houve a redução do percentual de 

macrófagos infectados por L. infantum contendo >10 amastigotas e o aumento 

do percentual de macrófagos não infectados. Após 48 horas, o percentual de 

macrófagos contendo 6-10 e >10 amastigotas foi reduzido e o percentual de 

macrófagos não infectados aumentou aproximadamente 60%. Resultados 

similares foram vistos em 72 horas.  

Quando o Glucantime foi testado utilizando a mais alta concentração 

(450 ng mL-1), o percentual de células infectadas reduziu em todo o período de 

exposição a droga, de 10% em 24 horas até 60% em 72 horas. 
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Figura 12. Gráfico da taxa de infecção em macrófagos em log da concentração de 
CNF0 e Glucantime mostrando efeito em amastigotas de L. infantum, após 24 horas 
de interação. Em vermelho: 1 a 5 amastigotas por macrófago; em verde: 6 a 10 
amastigotas por macrófago; em azul: >10 amastigotas por macrófago; em preto: 
macrófagos não infectados. 

 

 A figura 13 mostra o efeito do CNF3, CNF5 e CNFT, ambos nas 

concentrações de 20, 60 e 180 g mL-1, sobre amastigotas de L. infantum, 

após os períodos de 24, 48 e 72 horas. 

 No tratamento com CNF3 em 24 horas, houve a redução do percentual 

de macrófagos infectados contendo 6-10 e >10 amastigotas e houve aumento 

do número de macrófagos não infectados em aproximandamente em 40% (20 

g mL-1) após 24 horas. Após 48 horas, o percentual de macrófagos contendo 

1-5, 6-10 e >10 reduziu e o percentual de macrófagos não infectados aumentou 

cerca de 55%  (20 g mL-1). Após 72 horas, o percentual de macrófagos 

contendo 1-5, 6-10 e >10 reduziu (60 e 180 g mL-1) e o percentual de 

macrófagos não infectados aumentou cerca de 70%  (180 g mL-1).  

 No tratramento com CNF5 em 24 horas, observou-se uma diminuição no 

número de macrófagos com 6-10 e >10 amastigotas e o número de 

macrófagos não infectados foi cerca de 35%. Em 48 horas, observou-se uma 
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diminuição no número de macrófagos com 1-5, 6-10 e >10 amastigotas e o 

número de macrófagos não infectados foi cerca de 57%. Em 72 horas, 

observou-se uma diminuição no número de macrófagos com 1-5, 6-10 e >10 

amastigotas e o número de macrófagos não infectados foi cerca de 61%.  

 No tramento com o CNFT, independentemente da concentração 

utilizada, observou-se redução no número de macrófagos infectados em 24, 48 

e 72 horas, com a redução dos macrófagos contendo 6-10 e <10 amastigotas. 

Os macrófagos não infectados (40% em 24 horas) apresentaram pequena 

variação chegando a cerca de 50% após 72 horas. 
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Figura 13. Gráfico da taxa de infecção em macrófagos em log da concentração de 
CNF3, CNF5 e CNFT mostrando efeito em amastigotas de L. infantum, após 24, 48 e 
72 horas de exposição. Em vermelho: 1 a 5 amastigotas por macrófago; em verde: 6 a 
10 amastigotas por macrófago; em azul: >10 amastigotas por macrófago; em preto: 
macrófagos não infectados. 

 

2.4.3 Aspecto morfológico dos macrófagos após exposição aos CNFs 

O aspecto morfológico, por microscopia de luz, dos macrófagos 

infectados com L. infantum e expostos ao Glucantime, CNF0, CNF3, CNF5 e 
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CNFT em relação ao controle não tratado, nos tempos de exposição de 24 

horas é apresentado abaixo, na figura 14. 

No controle (A), observam-se macrófagos com aspecto fusiforme com 

grande quantidade de amastigotas intracelulares. Em todos os outros 

tratamentos também se observa macrófagos com aspecto fusiforme e há, 

ainda, grande quantidade de amastigotas internalizadas no tratamento com o 

Glucantime (B). Observa-se redução no número de amastigotas intracelulares 

nos tratamentos com CNF0 (C), CNF3 (D), CNF5 (E) e CNFT (F). Além disso, 

nos macrófagos mostrados em F, é visível a presença de material resultante da 

inteção com o CNFT. 

 

 

Figura 14. Fotomicrografia de macrófagos infectados com L. infantum na forma 

amastigota (A) controle (não tratados), B glucantime, C CNF0, D CNF3, E CNF5 e F 

CNFT. Notar aspecto basofílico intracitoplasmático das amastigotas nos macrófagos 

corados com Panótico e resíduo de CNFT internalizado (seta em F). 

 

2.5. Determinação de óxido nítrico (NO) em macrófagos infectados ou não com 

L. infantum e expostos ao CNF3 e CNFT. 

 

 A figura 15 mostra a fluorescência resultante após interação com DAF-

FM DA em (A) promastigotas de L. infantum axênicas, (B) macrófagos não 

infectados, (C) macrófagos infectados, (D) macrófagos não infectados e 

expostos ao CNFT, (E) macrófagos não infectados expostos ao CNF3, (F) 

macrófagos infectados expostos ao CNFT e (G) macrófagos infectados 

expostos ao CNF3. Após análise por intensidade média de fluorescência, os 

valores dos grupos contendo de macrófagos infectados apresentaram valores 

superiores aos dos demais tratamentos, indicando maior produção de NO (Fig. 

16). Adicionalmente o grupo com macrófagos infectados desafiados com CNF3 

apresentou valor 1,7 vezes maior do que os macrófagos somente infectados.  
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Figura 15. Imagens de microscopia de fluorescência mostrando a intensidade de 
fluorescência em (A) promastigotas de L. infantum axênicas, (B) macrófagos não 
infectados, (C) macrófagos infectados, (D) macrófagos não infectados expostos ao 
CNFT, (E) macrófagos não infectados expostos ao CNF3, (F) macrófagos infectados 
expostos ao CNFT e (G) macrófagos infectados expostos ao CNF3. Observar maior 
fluorescência nos tratamentos contendo macrófagos infectados. Em detalhe alterações 
da fluorescência citoplasmática e nuclear também são demonstradas. 
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Figura 16. Gráfico de intensidade média de fluorescência em unidades arbitrárias nos 

diferentes tratamentos após 24 horas de interação. 
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VI. DISCUSSÃO 

 

 A distribuição de diâmetro de uma nanopartícula é uma de suas 

características mais importantes porque pode determinar sua distribuição in 

vivo, destino biológico, toxicidade, capacidade de carreamento, 

aprisionamento, liberação e estabilidade. Trabalhos mostraram que 

nanopartículas com diâmetro em torno de 100-300 nm são efetivas em estudos 

de captação celular, mas o potencial zeta varia de acordo com a sua 

funcionalização (Sortino et al, 2006; Ganesan et al, 2008).  Além disso, 

nanopartículas com potenciais zeta carregados negativamente ou 

positivamente facilitam a internalização celular mantendo–se em suspensão 

quando os valores são próximos de ± 30 mV. Esses valores também são 

favoráveis para sua dispersão favorecendo sua utilização em ensaios in vivo e 

in vitro (Kreuter et al, 2003). 

 Valores próximos foram obtidos por Paul e Sharma, 2012 estudando 

nanopartículas de fosfato de cálcio funcionalizadas ou não. Estes autores citam 

a distribuição do diâmetro e o potencial zeta em torno de 40 a 200 nm e -11 a -

28 mV. Estes valores também são similares aos obtidos por Kreuter et al, 2003 

com diâmetros de 100 a 250 nm e +1,2 a -24 mV de potencial zeta.  Em nosso 

estudo a análise da distribuição de diâmetro de CNF0, CNF3, CNF5 e CNFT 

indicou que 95 % das nanopartículas apresentaram diâmetros de 

aproximamente 180 nm e potencial zeta entre -14,7 e -19,5 mV. Esses dados 

foram considerados satisfatórios para a continuidade dos ensaios propostos. 

 A condutividade abaixo de 0,02 mS cm-1 obtida para CNF0, CNF3 e 

CNF5, indica melhor estabilidade estrutural destas frente a CNFT (0,162 mS 

cm-1). Ainda assim, estes resultados sugerem a limitada remobilização de seus 

elementos constituintes (Cálcio, Magnésio, Fosfato e, eventualmente, 

Antimônio) satisfazendo também a possibilidade de utilizá-las como 

nanocarreadoras também em sistema aquoso. 

 Nas análises de XRD, as CNF0 e CNF3 apresentaram um perfil 

predominantemente amorfo, diferindo dos CNF5 e CNFT que apresentaram 

fases cristalinas mistas. Minerais amorfos são altamente solúveis e podem 

incorporar diversas substâncias inorgânicas ou orgânicas e mobilizar seus 

elementos (Simkiss, 1991; Corrêa Júnior et al, 2009). Ainda assim o aspecto 
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morfológico esférico para CNF5 e CNFT sugere que as fases amorfas sejam 

mais superficiais do que randomicamente distribuídas (Simkiss, 1991). 

Alguns estudos indicaram que há baixa toxicidade de diversos tipos de 

nanopartículas, sendo possíveis tratamentos promissores para a leishmaniose. 

Nanopartículas de sulfeto de antimônio (Sb2S4) também apresentaram baixa 

toxicidade em macrófagos não infectados por leishmania e atividade 

leishmanicida contra L. infantum intracelular (Soflaei et al, 2012). 

Nanopartículas contendo selênio testadas em cultura de macrófagos infectados 

com L. infantum demonstraram redução da proliferação de amastigotas e 

promastigotas em 72 horas e um IC50 de 100 g mL-1 em macrófagos não 

infectados. Estudos in vitro utilizando 7 complexos com Ni (II) em macrófagos 

J774.2 indicaram baixa toxicidade embora seja reconhecida a toxicidade do 

elemento Ni em sistemas biológicos (ATSDR, 2005). Outros estudos 

investigaram a atividade de nanopartículas de TiO2 @Ag contra L. infantum e L. 

tropica na presença de luz visível ou não e mostraram que estas 

nanopartículas reduziram o número de amastigotas de L. infantum no interior 

dos macrófagos em concentração dose-dependente (Allahverdiyev et al, 2013). 

Em relação ao teste de toxicidade dos CNF em macrófagos murinos, a 

viabilidade dessas células não foi afetada por nenhuma delas exceto para 

CNFT na concentração mais alta. Ainda assim pode-se considerar que houve 

diminuição da toxicidade do Sb (III) associado ao CNFT, já que redução de 

viabilidade celular de 25 % é similar a obtida por Sereno e colaboradores 1998 

utilizando tartarato de antimônio e potássio em macrófagos THP-1 com 9 g de 

Sb mL-1, cerca de 5 vezes menor que a concentração utilizada  com CNFT (46 

g de Sb mL-1). 

 A tabela 6 mostrou a quantificação de Sb nos macrófagos expostos aos 

CNF0, CNF3, CNF5 e CNFT nos períodos de 24 e 48 horas e o aumento da 

concentração de Sb em relação ao controle. Todos os macrófagos expostos 

aos CNF mostraram uma alta absorção celular de Sb, sendo os níveis mais 

elevados obtidos com CNFT. Provavelmente em função da composição das 

fases cristalinas internalizadas que apresentam características de menor 

mobilização elementar conforme sugerem os dados de microscopia eletrônica e 

microanálises de raios-X. 
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 Essa dinâmica refletiu na concentração de Sb internalizada, que nos 

macrófagos variou de 750 g mL-1 (CNF3, 48 horas) a 9345,5 g mL-1 (CNFT, 

48 horas). CNFT promoveu uma elevada captação de Sb em 24 horas também 

porque a sua concentração inicial foi cerca de 7 vezes maior que a do CNF3 e 

o Sb foi mais rapidamente absorvido e retido em 24 e 48 horas. Os níveis de 

Sb intracelular foram mais estáveis em CNF3 do que em CNF5 e CNFT, onde 

os valores variaram de 9% a 33% na concentração final de Sb (Tabela 6).   

 Macrófagos incubados com CNF5 também mostraram uma redução na 

concentração celular de Sb de 47% entre 24 e 48 horas; em contraste, a 

concentração de Sb reduziu 19% neste mesmo período em macrófagos 

tratadoc com CNF3. A internalização de Sb pelos macrófagos foi observada 

nas primeiras horas de interação e foi seguida por uma redução nos níveis de 

Sb ao longo do tempo, exceto no CNFT que aumentou a concentração. O 

conjunto dos dados acima sugerem que há diferentes taxas de eliminação de 

Sb para cada nanopartícula testada e que CNFT apresenta um favorecimento 

termodinâmico para a agregação de sais sob forma cristalina intracelular 

provavelmente modulada pela Lei da energia livre de Gibbs favorecendo a 

passagem de organizações atômicas e moleculares de formação contendo 

fases amorfas para fases predominantemente cristalinas (Baumgartner et al, 

2013; Yang et al, 2013). 

 Em alguns estudos prévios, os níveis de Sb (III) após exposição ao 

Glucantime foram dosados usando diferentes técnicas (Rath et al, 1997; Flores 

et al, 2002; Trivelin et al, 2006; Almeida et al, 2007; Cabral et al, 2008; Santos 

et al, 2009; Lukaszczyk e Zyrnicki, 2010; Seby et al, 2012), mas poucos 

estudos dosaram os níveis de Sb (III) e Sb (V) em macrófagos. Em um estudo 

anterior, os autores quantificaram os níveis de Sb (III) e Sb (V) em amastigotas 

e promastigotas de L. mexicana pifanoi utilizando espectroscopia de absorção 

com atomização eletrotérmica (Roberts e Rainey, 1993). Este estudo também 

caracterizou a cinética do influxo e efluxo de Sb (III) e Sb (V) e as taxas de 

influxo foram determinadas através da concentração de Sb que produziria uma 

redução do crescimento de 50% (IC50). A taxa de influxo de Sb (V) em 

amastigotas e promastigotas foram de 4,8 a 12 pg por milhão de células por 

hora, respectivamente e uma concentração de Sb de 200 g mL-1. A taxa de 
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influxo de Sb (III) nas amastigotas foi de 41 pg por milhão de células por hora e 

a concentração de Sb foi 20 g mL-1. O influxo de Sb (III) nas amastigotas com 

uma concentração de Sb de 1 g mL-1 foi rápida e atingiu um patamar de 175 

pg por milhão de células em 2 horas (Roberts e Rainey, 1993). A maior 

concentração intracelular de Sb, cerca de 90 g mL-1 foi dosada em 

macrófagos humanos Mono Mac 6, utilizando o medicamento Pentostam 

(estibogluconato de sódio) que contém o Sb (V). Em comparação, em nosso 

trabalho foi encontrada uma concentração bem mais elevada de Sb (Hansen et 

al, 2011). 

 Nos macrófagos expostos aos CNFs que contém Sb, a retenção de Sb 

poderia ocorrer de um modo semelhante como foi descrito em outros trabalhos, 

como no caso do tartarato de antimônio e potássio (SbIII) ou estibogluconato 

de sódio (SbV) em macrófagos J774 infectados com L. panamensis (WR120). 

Após apenas 4 horas, os macrófagos acumularam grandes quantidades de Sb 

com retenção intracelular de pelo menos 3 dias, demonstrando um potencial 

papel dessas células como um reservatório de Sb (Roberts et al, 1995). Estas 

células também são comumente utilizadas como alvos para teste de potenciais 

agentes terapêuticos contra leishmaniose por causa de seu papel em remover 

as amastigotas (estágio responsável pela manutenção da infecção no 

hospedeiro) (Cunningham, 2001; Mitropoulos et al, 2010).  

 Sabe-se que o Sb (III) possui elevada toxicidade, não sendo mais 

utilizado há várias décadas e o Sb (V) passou a ser associado a diferentes 

fármacos. O presente trabalho evidencia a potencial utilidade ao Sb (III) quando 

associado à nanopartículas, considerando o concomitante direcionamento 

delas às células-alvo específicas. O direcionamento de Sb mediado por 

nanopartículas em macrófagos pode diminuir os efeitos colaterais sistêmicos e 

também aumentar a eficácia do tratamento, como na utilização de 

nanopartículas lipossomais contendo Sb, por exemplo (Frezard et al, 2009). 

Alving e Swartz, 1984 demonstraram que o antimônio encapsulado em 

lipossomos foi cerca de 700 vezes mais ativo do que não encapsulado. O 

estibogluconato encapsulado em lipossomos (tufisina) foi 200 vezes mais 

eficaz contra a infecção por L. donovani em hamsters do que o fármaco não 
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encapsulado, que foi eficaz apenas após 28 dias de tratamento (Agrawal e 

Grupta, 1999). 

 Apesar das vantagens anteriormente mencionadas, a utilização dos 

lipossomos apresenta alguns inconvenientes, tais como a captura pelo fígado 

das preparações lipossômicas, a eficiência limitada de encapsulação de Sb em 

vesículas e possíveis efeitos colaterais devido a componentes lipídicos 

específicos (Torchilin, 2005). Portanto, outras formulações têm sido 

investigadas para uso como novas terapias, incluindo complexos anfifílicos de 

Sb (V) e os CNFs, que foram designados para o tratamento da leishmaniose 

visceral, apresentando vantagens em comparação ao Glucantime (Fernandes 

et al, 2013). 

 Os resultados dos ensaios de MTT demonstraram que os CNFs não 

alteram a viabilidade celular dos macrófagos murinos. Além disso, a 

remobilização dos elementos constituintes dos CNFs (Mg, P, Cl, Ca, e 

eventualmente, Sb)  não afetou a atividade metabólica dos macrófagos. Esta 

remobilização observada pelas técnicas de microscopia eletrônica e 

microanálise de raios-X sugerem a compartimentalização em ambientes com 

vesículas ácidas teoricamente preconizado por Corrêa Jr et al, 2009. Além 

disso, alguns resultados corroboram dados anteriores que mostraram que as 

nanopartículas de fosfato de cálcio com fases amorfas possuem capacidade 

reduzida de alterar a viabilidade celular (Ganesan et al, 2008; Paul e Sharma, 

2012). 

 Quando o Glucantime foi testado utilizando a mais alta concentração 

(450 ng mL-1), concentração próxima ao IC50 relatado por Tempone e 

colaboradores (2004), o percentual de células infectadas reduziu em todo o 

período de exposição a droga, de 10% em 24 horas até 60% em 72 horas. 

Resultados semelhantes foram obtidos para CNF0 em uma baixa concentração 

de 20 g mL-1. CNF3 apresentou a melhor redução no percentual de células 

infectadas, variando de 40% em 24 horas a cerca de 80% em 72 horas. Estes 

resultados associados à elevada produção de iNOS determinada a partir de 

dados de fluorescência, sugerem que a presença de Sb em CNF3 aumentou a 

atividade leishmanicida da nanopartícula por mecanismo similar ao descrito 

para drogas antimoniais. O CNF5 reduziu a infecção principalmente em 72 

horas e a redução nas taxas de 1-5, 6-10 e >10 se mantiveram constantes ao 
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longo do tempo de exposição. O CNFT reduziu intensamente a infecção nas 

primeiras 24 horas, principalmente nas taxas de 6-10 e >10 e esse 

comportamente se manteve constante ao longo do tempo, onde o número de 

macrófagos não infectados foi cerca de 60% em 24 horas provavelmente por 

alguma inibição metabólica como sugerido pela relativa baixa indução de iNOS 

frente ao CNF3. 

 Poucos estudos compararam a eficácia de nanocarreadores 

transportando ou não substâncias leishmanicidas na redução da infecção por 

leishmanias ao longo do tempo (Esmaeili et al, 2008; Borborema et al, 2011; 

Ramírez-Macias et al, 2012; Soflaei et al, 2012). O Glucantime não afetou 

significativamente as taxas de infecção por amastigotas após 24 horas e após 

72 horas atingiu 50% apenas na maior concentração testada (450 ng mL-1). 

Além do aumento da eficácia de drogas nanocarreadas demonstrado 

anteriormente, deve-se considerar que a falta de toxicidade observada em 

CNF0, CNF5 e CNF3 destaca a segurança destes CNFs em futuros 

tratamentos. 

 CNF0, CNF3, CNF5 e CNFT, em todas as concentrações testadas, 

exibiram atividade leishmanicida contra amastigotas de L infantum em 24, 48 e 

72 horas. Estes resultados indicam que os efeitos dos CNFs não são 

associados apenas com a concentração de Sb, apesar da correlação dos 

níveis de Sb e o tratamento com o Glucantime (33,20; 99,75 e 299,25 ng mL-1 

de Sb V), CNF3 (14; 42 e 125 ng mL-1 de Sb(V)), CNF5 (73 ; 219 e 652,04 ng 

mL-1 de Sb V) e CNFT (155,61; 467,08 e 1.401 ng mL-1 de Sb III). Estes dados 

sugerem que os íons solubilizados a partir das nanopartículas afetam o 

metabolismo celular tanto dos macrófagos quanto das amastigotas 

internalizadas por macrófagos. Os efeitos da concentração mais baixa de CNFs 

em geral (20 g mL-1) foram similar aos observados nas concentrações de 60 e 

180 g mL-1 e um efeito dose-dependente foi observado apenas no CNF0 a 48 

horas. 

 Considerando que o CNF0, que não possui Sb em sua composição, 

também mostrou um efeito contra L. infantum. Atenção particular deve ser dada 

também a função biológica de seus constituintes no interior dos macrófagos (P, 

Ca, Mg). O fósforo na forma de pirofosfato, ortofosfato ou polifosfato tem sido 

associado ao mecanismso de geração de energia celular e poderia estar 
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relacionado com a manutenção da viabilidade celular e nenhum efeito deletério 

foi relatado devido ao aumento da concentração intracelular desses compostos 

(Kornberg, 1962; Shintani et al, 1998; Young et al, 1998; Merckel et al, 2001; 

Ahn et al, 2001; Nelson e Cox, 2002; Rao et al, 2009).  

A forma fosfática utilizada na síntese dos NPCs foi o pirofosfato, que em 

protozoários, é crucial a diversas atividades de manutenção do parasitismo, 

sobrevivência e diferenciação. Trabalhos destacam essencialmente a 

pirofasfatase de acidocalcissomas na virulência de Trypanosoma brucei; na 

sinalização de cAMP, sobrevivência e infectividade de Leishmania donovanni; 

incluindo as ecto-pirofosfatases caracterizadas em Leishmania amazonensis. 

(Lemercier et al 2003, Biswas et al 2015; Espiau 2006). Portanto a 

possibilidade de um desiquilíbrio metabólico por saturação local e ou inibição 

via feedback nos parasitos não podem ser descartadas. 

 Similarmente, ao observado para os macrófagos da linahgem THP-1 

(Wyllie e Fairlamb, 2006) o aumento da concentração de Sb (V) não afetou a 

viabilidade celular dos macrófagos murinos após a interação com os NPCs . O 

comportamento de Sb (V) é diferente do comportamento encontrado em Sb (III) 

e Ca. Vários efeitos colaterais e a toxicidade das drogas à base de Sb estão 

relacionados à concentração de Sb (III), que é altamente tóxico. Deve-se 

considerar que viabilidade de macrófagos THP-1 foi reduzida em 50% com 

uma concentração de Sb (III) de 20 g mL-1 (Wyllie e Fairlamb, 2006). 

 A principal hipóteses aceita atualmente sobre o mecanismo de ação do 

Sb nos macrófagos infectados com amastigotas, considera que o Sb (V) atuaria 

como uma pró-droga sendo convertido a Sb (III) dentro de vacúolos 

intracelulares (vacúolos parasitóforos em macrófagos infectados). Sb (III) 

afetaria a atividade enzimática do parasita, o que levaria à redução da 

tripanotiona e aumento da suscetibilidade ao óxido nítrico (NO) sintetizado a 

partir da L-arginina e O2 pela NO sintase. Esses eventos levariam a um 

desequilíbrio da membrana plasmática do parasita através da peroxidação e 

liberação de Ca dos estoques intracelulares, que frequentemente resulta em 

apoptose da amastigota (Goodwin e Page, 1943; Das et al, 2001; Ferreira et al, 

2001; Frézard et al, 2001; Shaha, 2006; Dzamitika et al, 2006). A utilização de 

nanopartículas que liberam diretamente óxido nítrico para o tratamento de 

infecções bacterianas envolvendo Pseudomonas aeruginos, Staphylococcus 
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aureus, Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis e Candida albicans 

também são descritas na literatura (Han et al, 2009; Hetrick et al, 2009; Hetrick 

et al, 2013). 

Há também a possibilidade de que os mesmos mecanismos sejam 

induzidos após a internalização e a dissolução dos CNFs por macrófagos e que 

a introdução de Sb (V) via CNFs permitiria e a liberação de Sb (V) em células 

que o parasita é internalizado. Além disso, diversos mecanismos dos 

macrófagos associados à eliminação do parasito dependem da liberação de 

Ca+2 de seus próprios estoques. Na fagocitose, Ca+2 intracelular é necessário 

para a captação de partículas, maturação do fagossomo, rearranjo do 

citoesqueleto, liberação intravacuolar de H+, a ativação do complexo NADPH -

oxidase e a geração de NO. Estes processos são iniciados pela ativação de 

fosfolipases do tipo C ou D por receptores Fc ou receptores do complemento 

através de canais operados pelo estoque de cálcio, que induzem a liberação de 

Ca+2. (Stossel, 1973; Alexiewicz et al, 1995; Malik et al, 2001; Massry e 

Smogorzewski, 2001;Tejle et al, 2002; Nunes e Demaurex, 2010).  

 Promastigotas podem transitoriamente impedir a fusão dos fagossomos 

com lisossomos e, assim, atrasar ou inibir a maturação endossomal, como 

refletido pela expressão tardia de RAB7  e LMAP-1 (Scianimanico et al, 1999; 

Olivier et al, 2005). Além disso, lipofosfoglicanos de promastigotas de 

Leishmania inibem a maturação endossomal através da indução da 

acumulação da F-actina perifagossomal (Holm et al, 2001) e previne a 

acidificação dos fagossomos pela interferência da bomba V-ATPase, 

permitindo as promastigotas se diferenciarem em amastigotas resistentes 

(Vinet et al, 2009). Por outro lado, a remobilização de Ca induzida pelos CNFs 

poderia bloquear esses processos e agir como um adjuvante para a alevação 

de Ca+2 intracelular, suprimindo assim os mecanismos de evasão do parasito 

dependentes de Ca+2. A elevação do cálcio dentro dos vacúolos poderia 

potencialmente aumentar a apoptose dos parasitos. 
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VII. CONCLUSÃO 

 Neste estudo, sugerimos que os CNFs contendo fosfatos, cálcio, 

magnésio, com ou sem antimônio, são internalizados por macrófagos e liberam 

seletivamente seus constituintes. A internalização dos CNFs não influencia 

significativamente a viabilidade das células que apresentam altas 

concentrações de antimônio após a interação. Os constituintes iônicos dos 

CNFs liberados dentro dos macrófagos participam ativamente na resolução dos 

processos parasitários que ocorrem dentro de macrófagos murinos infectados 

com L. Infantum, utilizados neste estudo. 
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