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RESUMO 
 

As Leishmanioses são doenças infeciosas tropicais negligenciadas causadas por protozoários do 

gênero Leishmania e transmito por flebotomíneos (Lutzomyia). A leishmaniose visceral (LV) é a 

forma mais grave da doença. As linhas de tratamento para a LV incluem fármacos administrados pela 

via intravenosa e que causam efeitos adversos nos pacientes. O carvacrol (CAR), é um monoterpeno 

fenólico que tem mostrado forte atividade frente à Leishmania spp. A quitosana (Qui) é um 

biopolímero com excelentes propriedades químicas e biológicas, e atua como componente de 

diversos sistemas de liberação de fármacos em diversas terapias e em especial na atividade 

anti-leishmania. Vários estudos têm como propostas a utilização de nanocarreadores como sistemas de 

liberação utilizando nanopartículas poliméricas de quitosana, como estratégia para a melhoria da 

eficácia e segurança no tratamento da leishmaniose. A hipótese desse estudo de encapsulação do CAR 

em nanoparticulas poliméricas de quitosana (NPQui) objetiva responder se os seus efeitos terapêuticos 

podem potencializar o tratamento para leishmaniose. Dessa forma, o presente trabalho teve como 

objetivo desenvolver, caracterizar NPQui contendo o CAR (NPCar) e avaliar a atividade in vitro frente 

a L. infantum. As NPQui foram preparadas pelo método da gelificação iônica variando as 

concentrações de Qui e tripolifosfato (TPP) respectivamente entre 0,05%, 0,1% e 0,2% e 0,05%, 0,1% 

e 0,5%, obtendo 9 amostras. Posteriormente, as amostras foram caracterizadas pelo tamanho de 

partículas, índice de polidispersão (Pdi) e potencial Zeta, com o objetivo de avaliação das 

características desejáveis para sistemas de liberação de fármacos. Os ensaios de atividade in vitro, 

foram realizados frente a formas promastigotas de L. infantum pelo teste de MTT e os resultados 

foram analisados com o auxílio Software GraphPad Prisma 5.0. Entre as formulações preparadas, a 

amostra A2 (0,1%Qui:0,05%TPP g/v), teve melhores resultados, com tamanhos de partículas em 89,43 

± 0,774 nm, índice de polidispersibilidade 0,168 e potencial Zeta 12,8 mV. Após a encapsulação do 

CAR (1mg/mL) na formulação A2, a mesma apresentou tamanho de partícula de 245,9 nm, índice de 

polidispersibilidade 0,175 e o potencial zeta alto 15,4 mV. A análise preliminar da atividade in vitro 

anti-leishmania demostrou uma forte inibição das formas promastigotas de L. infantum das NPCar 

com uma IC50 de 2,659 μg/mL. Os resultados do presente estudo demonstram que as NPCar obtidas 

mantêm as características adequadas para sistemas de liberação de fármacos com homogeneidade e 

estabilidade, e os estudos preliminares em formas promastigotas de L. infantum demonstraram que as 

NPCar podem ser candidatos promissores para a leishmaniose visceral. 
 

Palavras-chaves: Leishmaniose Visceral, Monoterpenos, Biopolímeros. Nanobiotecnologia, 

Nanocarreadores. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

ABSTRACT 

 

The Leishmaniases are neglected tropical infectious diseases caused by protozoa of the genus 

Leishmania and transmitted by sand flies (Lutzomyia). Visceral leishmaniasis (VL) is the most severe 

form of the disease. The treatment lines for VL include intravenously administered drugs that cause 

adverse effects in patients. Carvacrol (CAR), is a phenolic monoterpene that has shown strong activity 

against Leishmania spp. Chitosan (Chi) is a biopolymer with excellent chemical and biological 

properties, and acts as a component of several drug delivery systems in various therapies and in 

particular in anti-leishmania activity. Several studies have proposed the use of nanocarriers as delivery 

systems using polymeric chitosan nanoparticles, as a strategy to improve efficacy and safety in the 

treatment of leishmaniasis. The hypothesis of this study of CAR encapsulation in polymeric chitosan 

nanoparticles (NPChi) aims to answer whether its therapeutic effects can potentiate the treatment for 

leishmaniasis. Thus, the present work aimed to develop, characterize NPChi containing CAR (NPCar) 

and evaluate the anti-leishmania activity against L. infantum. The NPChi were prepared by the ionic 

gelation method varying the concentrations of Chi:TPP respectively between 0.05%, 0.1% and 0.2% 

and 0.05%, 0.1% and 0.5%, obtaining 9 samples. The in vitro activity assays were performed against 

promastigotes of L. infantum by the MTT test and the results were analyzed with the aid of GraphPad 

Prisma 5.0 software. Among the prepared formulations, sample A2 (0.1%Chi:0.05%TPP g/v), had the 

best results, with particle sizes at 89.43 ± 0.774 nm, polydispersity 0.168 and Zeta potential 12.8 mV. 

After encapsulation of the CAR (1mg/mL) in formulation A2, it showed a particle size of 245.9 nm, 

polydispersity 0.175 and the high zeta potential 15.4 mV. Preliminary analysis of in vitro anti-

leishmania activity demonstrated strong inhibition of L. infantum promastigotes by NPCar with an 

IC50 of 2.659  μg/mL. The results of the present study demonstrate that the obtained NPCar maintain 

characteristics suitable for drug delivery systems with high homogeneity and stability, and preliminary 

studies in L. infantum demonstrated that NPCar may be promising candidates for visceral 

leishmaniasis. 

 

Keywords: Visceral Leishmaniasis, Monoterpenes, Biopolymers. Nanobiotechnology, Nanocarriers. 
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1. INTRODUÇÃO 

As Leishmanioses são doenças infeciosas tropicais negligenciadas, consideradas pela 

Organização Mundial de Saúde (OMS) um grande problema de saúde pública. É uma doença 

que apresenta forte potencial de surto e mortalidade. São relatados cerca de 700.000 a 1 

milhão de novos casos mundialmente, sendo fatal se não tratada em mais de 95% dos casos. 

90% dos novos casos notificados à OMS ocorreram em países como, o Brasil, China, Etiópia, 

Eritreia e Índia (WHO, 2022). 

A leishmaniose é uma doença causada por mais 20 espécies do gênero Leishmania, da 

família Trypanosomatidae. A doença é transmitida aos seres humanos através da picada de 

fêmeas de mosquitos conhecidos como, flebotomíneos (gênero Lutzomyia) (FREITAS-

JUNIOR et al., 2012). 

As manifestações clínicas são divididas em três formas principais, cutânea, 

mucocutânea e visceral, também conhecida como calazar (SILVA et al., 2017). A 

leishmaniose cutânea (LC) é a manifestação mais comum e é caracterizada pela formação 

nódulos e úlceras bem delimitadas, com bordas elevadas e ruptura epidérmica (AARA et al., 

2013). Na leishmaniose mucocutânea (LM) ocorre lesões na mucosa oral e nasal, 

preferencialmente, embora as lesões ulcerativas possam se estender às cordas vocais e 

cartilagem traqueal (GUERRA et al., 2011). A leishmaniose visceral (LV) humana é a forma 

sistêmica da doença, caracterizada por esplenomegalia, hepatomegalia, 

hipergamaglobulinemia e pancitopenia. Os protozoários que geralmente causam a LV são das 

espécies L. donovani, L. infantum e L. chagasi.  (FREITAS-JUNIOR et al., 2012). O Brasil 

representou mais de 97% dos casos de LV em toda a américa, tendo como principal agente 

etiológico a Leishmania infantum (BELO et al., 2013; OPAS; 2021). 

As linhas de tratamento para a LV incluem fármacos que são administrados pela via 

intravenosa ou intramuscular e podem causar efeitos adversos graves, limitando a resistência 

do parasita ao fármaco (DE SOUZA, et al., 2018). Além disso, o alto custo do tratamento 

dificulta o acesso da população (SUNYOTO et al., 2018). 

Nesse cenário, os produtos naturais se destacam na bioprospecção de novas moléculas 

bioativas, entre eles, alguns monoterpenos têm demonstrado atividade contra leishmania spp., 

como por exemplo, o carvacrol (YOUSSEFI et al., 2019). 

O carvacrol (2-metil-5-[1-metil-etil] fenol) é um monoterpeno fenólico encontrado em 

óleos essenciais de plantas (SHARIFI-RAD et al., 2018). O carvacrol tem mostrado 

resultados promissores com um alto potencial terapêutico contra cepas de Leishmania spp. 
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Estudos in vivo demostram baixa toxicidade, diminuição da carga parasitária e redução no 

tamanho de lesões cutâneas em animais experimentais (MONZOTE et al., 2014b; YOUSSEFI 

et al., 2019). 

Vários estudos têm proposto nanocarreadores como sistemas de liberação utilizando 

nanopartículas poliméricas de quitosana, como estratégia para a melhoria da eficácia e 

segurança no tratamento da leishmaniose (DE SOUZA, et al., 2018; ALMEIDA et al., 2017; 

GUTIERREZ et al., 2016; DAS et al., 2017). Esses nanocarreadores apresentam vantagens 

como, baixa toxicidade, biodegradabilidade, pequeno tamanho de partícula (<1µm) e 

estabilidade em meio biológico, sendo assim, o sistema protege o princípio ativo até sua 

célula alvo (DE SOUZA et al., 2018). Dessa forma, nanopartículas poliméricas de quitosana 

podem ser consideradas promissores como sistemas de liberação de fármacos e moléculas 

bioativas anti-leishmania. 

Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivo a encapsulação do carvacrol em 

nanopartículas poliméricas de quitosana, bem como a caracterização do sistema e sua 

avaliação leishmanicida frente a L. infantum.  

 

2. REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Leishmanioses 

 A Leishmaniose é uma doença infeciosa tropical negligenciada causada por cerca de 

20 espécies de protozoários do gênero Leishmania, considerada pela Organização Mundial de 

Saúde (OMS) a sexta doença parasitária mais prevalente no mundo. É uma doença frequente 

em 98 países, mais comumente na região da Ásia, Oriente Médio, norte da África, 

Mediterrâneo e América do Sul e Central. São relatados cerca de 700.000 a 1 milhão de novos 

casos e de 20.000 a 30.000 mortes mundialmente. Estima-se cerca de 310 milhões de pessoas 

se encontram em áreas de risco de infecção causados por Leishmania spp. (WHO, 2022). 

Os protozoários tripanosomatídeos do gênero Leishmania possuem duas formas 

evolutivas: as promastigotas e amastiogotas. As promastigotas são formas flageladas 

encontradas no tudo digestivo e partes bucais do inseto vetor, e as amastigotas são formas 

aflageladas, encontradas como parasitas intracelulares de células do sistema fagocítico 

mononuclear nos tecidos dos hospedeiros vertebrados (SAUNDERS e MCCONVILLE, 2020) 

(Figura 1).  
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Figura 1 – Formas promastigotas e amastigotas de parasitos do gênero Leishmania ssp. 

  

Fonte: adaptado de OPAS (2020) 

 

Em relação a biologia celular de Leishmania spp., o grupo possui organelas comuns à 

outras células eucarióticas, mas também se caracterizam por apresentar estruturas 

citoplasmáticas e organelas características da família Trypanosomatidae, tais como 

cinetoplasto, acidocalcissomas, glicossomos e megassomos, além de microtúbulos 

subpeliculares (Figura 2) (DE SOUZA, 2008; TEIXEIRA et al., 2013).  

 

Figura 2: Ilustração das principais organelas intracelulares das formas evolutivas do 

parasita Leishmania spp: Promastigota (A) e amastigota (B). 

 
Fonte: Adaptado de Teixeira et al. (2013) 

 

A doença é transmitida aos humanos pela picada de flebotomíneos fêmeas do 

gênero Lutzomyia, sendo a espécie L. longipalpis considerada a principal espécie de vetor da 

doença no mundo (Figura 3). Mas, a transmissão também pode ocorrer através 

de L. cruzi e L. evansi, além de outras formas de transmissão já registradas: congênita, injeção 

de drogas e transfusão sanguínea (BELO et al., 2013). 
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Figura 3– Exemplar adulto de L. longipalpis  

 

Fonte: adaptado de OPAS (2020) 

 

O ciclo de vida da Leishmania ssp. (Figura 4), inicia-se quando as fêmeas de 

flebotomíneos se alimentam com sangue de um mamífero parasitado, adquirindo células 

infectadas com formas amastigotas. As amastigotas se transformam em promastigotas 

procíclicos no intestino do vetor e, posteriormente, em promastigotas metacíclicos. Estes 

migram para a probóscide do vetor e são reinoculados em um hospedeiro mamífero durante o 

repasto sanguíneo. As promastigotas são fagocitadas no hospedeiro principalmente por 

macrófagos. Neutrófilos são recrutados para o no local da lesão, onde são transformadas 

intracelularmente em formas amastigotas. Amastigotas se multiplicam intracelularmente por 

fissão binária e a infecção se espalha para outras células por fagocitose de amastigotas livres. 

Após uma picada de flebotomíneo subsequente, células infectadas ou amastigotas livres são 

ingeridos, dando continuidade ao ciclo biológico (SAUNDERS e MCCONVILLE, 2020). 

 

Figura 4 - Ciclo de vida da Leishmania infantum. 

 

Fonte: Adaptado de SERAFIM; INIGUEZ; OLIVEIRA (2020) 



17 

 

As manifestações clínicas são divididas em três formas principais, cutânea, 

mucocutânea e visceral, também conhecida como calazar (SILVA et al., 2017). A 

leishmaniose cutânea (LC) é a manifestação mais comum e é caracterizada pela formação de 

uma pápula assintomática, progredindo para pápulas maiores ou nódulos no local da 

inoculação do parasita. Esses nódulos aumentam e se transformam em úlceras bem 

delimitadas, com bordas elevadas e ruptura epidérmica (AARA et al., 2013). 

A leishmaniose mucocutânea (LM) ocorre dentro de meses ou anos após a persistência 

de lesões cutâneas. A mucosa oral e nasal é afetada preferencialmente, embora as lesões 

ulcerativas possam se estender às cordas vocais e cartilagem traqueal (GUERRA et al., 2011). 

Leishmaniose visceral (LV) é a forma sistêmica da doença, mais severa e debilitante 

caracterizada por febre alta, esplenomegalia, hepatomegalia, hipergamaglobulinemia 

(aumento de gamaglobulina no sangue) e pancitopenia (redução dos níveis de hemácias, 

leucócitos e plaquetas no sangue) (FREITAS-JUNIOR et al., 2012). 

  

2.1.1 Leishmaniose visceral (LV) 

A leishmaniose visceral (LV) humana é a forma mais grave das leishmanioses. Devido a 

disseminação sistêmica causado pela presença de parasitas em órgãos como medula óssea, 

baço e fígado, podem causar complicações sérias nos pacientes, que se não tratadas podem 

levar à morte do paciente em 90% dos casos (Figura 5). A LV afeta principalmente as pessoas 

mais vulneráveis, como crianças menores de 5 anos, idosos, pacientes com comorbidades e 

outras condições com imunossupressão, como infecção pelo HIV/AIDS, desnutrição, entre 

outras (BELO et al., 2013; OPAS; 2021). 

 

Figura 5– Hepatoesplenomegalia em paciente com LV. 

 
Fonte: Adaptado de SERAFIM; INIGUEZ; OLIVEIRA (2020) 
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A LV é uma doença endêmica em 13 países das Américas, onde foram registrados 

67.922 novos casos de 2001 a 2020. Nas Américas, em 2020, o Brasil representou mais de 

97% (1.933) dos casos de LV quantificados (OPAS; 2021) (Figura 6). No Brasil, a doença se 

expandiu para cidades de médio e grande porte, nas quais as ações de vigilância e controle 

têm sido intensificadas, visando controlar a disseminação da LV (LARA-SILVA et al., 2015). 

 

 

Figura 6– Distribuição de casos de leishmaniose visceral na Região das Américas em 2020 

 

Fonte: Adaptado de OPAS (2021) 

 

Os protozoários que geralmente causam a LV são L. donovani, L. infantum e L. chagasi 

(FREITAS-JUNIOR et al., 2012). Nas Américas, a LV é principalmente causada pelo 

protozoário da espécie L. infantum (Figura7) (BELO et al., 2013). Estudos do perfil 

epidemiológico da LV no Brasil relataram que o vetor da espécie Lutzomyia longipalpis 

compreendeu 96.5% do total de flebotomíneos vetores da doença, sendo que apresentaram 

uma taxa de infecção mínima expressiva por Leishmania infantum em 16,7% (LARA-SILVA 

et al., 2015).  
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Figura 7 – A- Formas promastigotas de L. infantum. B – Formas amastigotas de L. 

infantum 

 

Fonte: Adaptado de SERAFIM; INIGUEZ; OLIVEIRA (2020) 

 

As linhas de tratamento para a LV incluem fármacos que são administrados de forma 

invasiva pela via intravenosa ou intramuscular e podem causar efeitos adversos graves, 

limitando a resistência do parasita ao fármaco (DE-SOUZA, et al., 2018). 

O tratamento de primeira escolha para leishmaniose é limitado aos antimoniais 

pentavalentes, incluindo estibogluconato de sódio (Pentostam®) e antimoniato de N-

metilglucamina (Glucantime®). A segunda linha de tratamento de leishmanioses são o 

anfotericina B em formulação coloidal de micelas de deoxicolato de sódio (Fungizone®), 

formulação liposomal de anfotericina B (AmBisome®), pentamidina (Pentam®), miltefosina 

(Impavido®) e paramomicina (Humatin®) (DE-SOUZA, et al., 2018). 

O tratamento com a administração parenteral da formulação liposomal de Anfotericina 

B® tem demostrado uma melhora no desempenho terapêutico como também uma diminuição 

nos efeitos adversos. O uso desse tratamento na LV tem apresentado 95% de cura. Porém, a 

necessidade de repetidas administrações parenterais e o alto custo do tratamento, limitam seu 

uso em pacientes de países em desenvolvimento (NO et al., 2016). Além disso, o alto custo do 

tratamento, ocasiona uma insuficiente disponibilidade no mercado, devido à ineficiência do 

seu fornecimento, dificultando o acesso da população (SUNYOTO et al., 2018).  

Levando em consideração as limitações e desvantagens do tratamento da leishmaniose, 

novas moléculas que apresentam uma toxicidade reduzida, baixa resistência, poderão ser 

promissoras e uma alternativa no tratamento da doença. Além da síntese de novos fármacos, 
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os produtos naturais, incluídos compostos isolados de óleos essências, se destacam na 

bioprospecção de novas moléculas que apresentam efeitos terapêuticas (YOUSSEFI et al., 

2019). 

 

2.2 Carvacrol 

O CAR (2-metil-5-[1-metil-etil] fenol) (Figura 1) é um monoterpeno fenólico 

encontrado em óleos essenciais de plantas como, por exemplo, orégano (Origanum vulgare), 

tomilho (Thymus vulgaris), mosto de pimenta (Lepidium flavum), laranja-bergamota (Citrus 

aurantium bergamia), entre outras (SHARIFI-RAD et al., 2018). 

 

Figura 1- Estrutura química do CAR 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor, (2022). 

 

Estudos in vitro com o carvacrol têm mostrado resultados promissores com um alto 

potencial terapêutico em diferentes ensaios farmacológicos (SILVA et al., 2018). Entre os 

efeitos farmacológicos incluem, atividades antioxidante (com a redução o estresse oxidativo 

pela remoção de radicais livres), antimicrobiana (pela perturbação da célula bacteriana, 

inibição da ATPase microbiana e inibição da bomba de efluxo bacteriano), anti-hipertensiva, 

imunomoduladora (pelo aumento de glóbulos brancos a partir da medula óssea, estimulando o 

sistema imunológico humoral), anti-inflamatório, anticancerígena e leishmanicida (EZZ-

ELDIN; ABOSEIF; KHALAF, 2020,  RATHOD et al., 2021; WANG; WU, 2021; 

YOUSSEFI et al., 2019). 

A atividade anti-leishmania do carvacrol foi demonstrada em uma concentração 

inibitória em 50% das formas promatisgotas de L.chagasi (IC50) de 2,3 μg mL-1 (MELO et al., 

2013). Em cepas de L. amazonensis, foi observado uma IC50 das formas promastigotas de 

15,3 ± 4,6 ug.mL-1 (PASTOR et al., 2015; MONZOTE et al., 2014a). Além disso, estudos in 

vivo em um modelo experimental de leishmaniose cutânea em camundongos, demonstraram 
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que após a administração intralesional de 30 mg/kg do carvacrol, houve uma redução no 

tamanho da lesão na pele dos animais semelhante (p > 0.05) aos animais tratados com o 

fármaco glucantime do controle positivo (MONZOTE et al., 2014b). Acredita-se que presença 

do grupo hidroxila ligado ao anel benzênico na molécula do carvacrol é importante na 

atividade anti-leishmania, além do fato que estes compostos possuem a natureza hidrofóbica e 

têm a capacidade de atravessar a membrana celular, tornando-a impermeável a prótons e íons, 

afetando assim funções enzimáticas do parasita (SILVA et al., 2017; PASTOR, et al., 2015).  

Recentemente foi observado uma atividade promissora do carvacrol contra cepas de 

promastigotas da espécie L. infantum, com valores de IC50 de 9,8 μg/mL. Estudos de 

toxicidade in vivo mostraram que a administração de carvacrol a 100 mg/kg, foi um 

tratamento seguro e eficaz, com presença moderada de parasitas e poucos efeitos colaterais no 

fígado (YOUSSEFI et al., 2019). 

As propriedades terapêuticas da molécula de carvacrol, podem apresentar limitações 

quanto à sua administração em meios biológicos a saber, à natureza lipofílica, hidrofóbica, 

facilidade de oxidação e volatilização (SANTOS et al., 2015). Como uma possível estratégia 

para solucionar essas limitações e potencializar os efeitos seria a incorporação da molécula 

em sistemas carreadores (DAS et al., 2017). Uma das vantagens desses sistemas carreadores é 

o tamanho nanométrico de suas partículas, o qual facilita a permeação em membranas e 

barreiras biológicas (DE-MATOS; LUCCA, KOESTER, 2019). Particularmente, no 

tratamento de leishmanioses, os nanocarreadores, entre eles as nanopartículas poliméricas de 

quitosana, se destacam, pois são capazes de direcionar o ativo para membrana de macrófagos 

infectados por Leishmania spp. (DAS et al., 2017).  

 

2.4 Quitosana  

A quitosana é um polissacarídeo linear obtida a partir da desacetalização da quitina. 

Pode ser encontrada em exoesqueleto de crustáceos e nas paredes celulares de fungos. A 

quitosana é composta por unidades N-cetil-D-glucosamina unidas por ligações glicosídicas 

β(1,4) (Figura 9). As unidades características da quitosana, devido à presença de grupos de 

aminoácidos com carga positiva, formam um catiônico, policatônico, solúvel em água. Tais 

particularidades oferecem à quitosana um caráter hidrofílico, além de possuir propriedades de 

biocompatibilidade, de biodegradabilidade, de mucoadesão, de baixa toxicidade e de 

sensibilidade ao pH (HOSSEINNEJAD; JAFARI, 2016; SHARIATINIA, 2019; VERLEE; 

MINCKE; STEVENS, 2017).   
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Figura 9: Estrutura da quitina e quitosana após reação de desacetilação 

 

 Fonte: Adaptado de ANITHA et al, (2014). 

 

 

A quitosana é considerada um biopolímero que apresenta baixa toxicidade, 

biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixa imunogenicidade, atividade antimicrobianas, 

anti-inflamatória e anti-leishmania (ABDOU et al., 2008; VERLEE; MINCKE;STEVENS, 

2017; RIEZK et al., 2019; SOTELO-BOYÁS et al., 2017; TIAN et al.,2021). 

A quitosana possui excelentes propriedades químicas e biológicas, podendo ser aplicada 

em diversas áreas como por exemplo, indústria alimentícia, na agricultura, como biomaterial e 

no setor farmacêutico como componente de sistemas de liberação de fármacos (JHAVERI et 

al., 2021). 

Entre os sistemas de liberação de fármacos estão as nanopartículas poliméricas. Vários 

estudos apontam diversas aplicação biomédicas das nanopartículas revestidas com quitosana. 

As nanapartículas de quitosana apresentam vantagens em sua aplicação, como o aumento da 

estabilidade físico-química do sistema, liberação controlada de fármacos, promove a 

mucoadesividade e a penetração nos tecidos, modula as interações celulares (absorção e 

toxicidade celular), e aumento da biodisponibilidade e eficácia dos fármacos (ou substâncias 

ativas) (FRANK et al., 2020). 

 

2.5 Nanopartículas Poliméricas  

Na última década, vários estudos têm proposto nanocarreadores como sistemas de 

liberação utilizando nanopartículas metálicas, lipídicas e poliméricas, além de lipossomas, 

como estratégia para a melhoria da eficácia e segurança no tratamento da leishmaniose (DE 

SOUZA, et al., 2018; ALMEIDA et al., 2017; GUTIERREZ et al., 2016). 
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A maioria das nanopartículas de interesse farmacêutico é obtida a partir de polímeros 

naturais, sintéticos ou semi-sintéticos (biodegradáveis ou não), chamadas de nanopartículas 

poliméricas (BRUNI et al., 2017). As nanopartículas poliméricas são divididas em 

nanocápsulas (um sistema na qual uma parede polimérica envolve um núcleo oleoso) ou 

nanoesferas (um sistema que forma uma matriz polimérica) (SCHAFFAZICK et al., 2003; 

POHLMANN et al., 2013; MIKUŁOVÁ; MIKUŁ, 2021) (Figura 10). 

 

Figura 10: Representação esquemática de nanocápsulas e nanoesferas poliméricas 

Fonte: Elaborado pelo autor, (2022). 

 

 

As nanopartículas poliméricas de quitosana apresentam diversas atividades biológicas, 

entre elas a atividade leismanicida. Uma nanopartícula lipídica revestida com quitosana 

contendo ácido ursólico apresentou atividade leishmanicida in vitro, sendo mais eficaz contra 

amastigotas de L. donovani do que a forma não encapsulada da droga. Além disso, o estudo in 

vivo mostrou uma redução da carga do parasita para 98,75% (DAS et al., 2017). 

Moreno et al. (2015), demostraram que a incorporação da β-lapachona em 

nanopartículas de lecitina-quitosana para o tratamento tópico de leishmaniose cutânea em 

camundongos BALB/c infectados por L. major, melhorou o índice de seletividade de 11,3 em 
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relação à β-lapachona livre de 9,1. Uma nanopartícula lipídica revestida com quitosana 

contendo ácido ursólico apresentou atividade anti-leishmania in vitro, sendo mais eficaz 

contra amastigotas de L. donovani do que a forma não encapsulada da droga. Além disso, o 

estudo in vivo mostrou uma redução da carga do parasita para 98,75% (DAS et al., 2017).  

Nanopartículas de quitosana conjugada com manose com curcumina (NCM-Cur) foram 

testadas quanto à sua eficácia e toxicidade frente a cepas de L. donovani. A atividade anti-

leishmania in vivo mostrou maior supressão significativamente da replicação de parasitas no 

baço com o tratamento com NCM-Cur. O potencial do NCM-Cur também foi confirmado 

pela mínima citotoxicidade (CHAUBEY et al., 2018). Dessa forma, nanopartículas 

poliméricas de quitosana podem ser consideradas promissores como sistemas de liberação de 

fármacos e moléculas bioativas anti-leishmania. 

 

2.5.1 Métodos de preparação de nanopartículas de quitosana 

Uma variedade de métodos de preparação ne nanopartículas de quitosana são descritos na 

literatura. Os principais métodos são: a gelificação iônica, complexação polieletrolítica,  

coacervação/ precipitação, spray-drying,   coalescência de gotas da emulsão, nanoprecipitação 

e  micela  (Tabela  1) (NASKAR; KUOTSU; SHARMA, 2018; YANAT; SCHROËN, 2021). 
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Tabela 1– Métodos de preparação e caracterização físico-química de nanopartículas de 

quitosana. 

Compostos Método de preparação Tamanho de 

partícula (nm) 

Índice de 

Polidispersão 

Potencial Zeta 

(mV) 

Referência 

Nanopartícul

as de 

quitosana 

(NPQs) 

contendo 

rifampicina 

Gelificação iônica 

 

181.7 ± 3.7 0.137 ± 0.24 39.6 ± 2.3 (CHAUBE; MISHRA, 2014) 

NPQs 

contendo 

ampicilina 

Complexação 

polieletrolítica 

133.8 0.240 +41.7  (CIRO; ROJAS; 

SALAMANCA, 2019) 

NPQs 

contendo 

doxorrubicin

a 

Coacervação/precipitação 178.64 ± 10.10 0.104 ± 0.160 1.62 ± 0.60 (KELLY et al.,2019) 

NPQs 

contendo 

amoxilina 

Spray-drying 180.0 - 44.5 (NGAN et al., 2014) 

NPQs 

contendo 5-

fluorouracil 

Coalescência de gotas da 

emulsão 

100 0.22 -24.8 (REDDY, 2013) 

NPQs Nanoprecipitação 230 - - (LUQUE-ALCARAZ et al., 

2016) 

NPs de 

quitosana e 

alginato 

Micela reversa 250 ± 81.2 0.404 - (KAFSHGARI et al.,2012) 

Fonte: autoria própria. 

 

Entre a variedade de métodos desenvolvidos para preparar nanopartículas de quitosana, 

a técnica de gelificação iônica tem sido a mais empregada, devido ser um método considerado 

eficaz, simples, rápido, atóxico e livre de solventes orgânicos (AGNIHOTRI, 

MALLIKARJUNA, AMINABHAVI, 2004). A técnica de gelificação iónica é baseada na 

interação eletroestática entre grupos amino primário de carga positiva da quitosana e os 

grupos de ânions multivalentes carregados negativamente, como o tripolifosfato de sódio 

(TPP) (Figura 11) (CALVO, REMUNÁN-LÓPEZ, & VILA-JATO ALONSO, 1997; YANG 

et al., 2011; KEAWCHAOON & YOKSAN, 2011). 
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Figura 11 - Ilustração esquemática da estrutura química da quitosana reticulada 

ionicamente com TPP. 

 

Fonte: Adaptado de Keawchaoon e Yoksan, (2011). Qui- quitosana. TPP- tripolifosfato.  

 

Neste método, a quitosana (QUIT) é dissolvida em solução aquosa ácida para obter a 

solução catiônica de QUIT. Depois, esta solução é adicionada à solução TPP aniônica sob 

constante agitação. A QUIT sofre gelificação iônica devido à complexação entre o poliânion 

TPP e QUIT catiônica por forças eletrostáticas e precipita para formar partículas esféricas 

(CALVO, REMUNÁN-LÓPEZ, & VILA-JATO ALONSO, 1997; YANG et al., 2011; 

KEAWCHAOON & YOKSAN, 2011; SETTA; KEGERE; MAMDOUH, 2019) (Figura 12).  
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Figura 12 – Esquema de preparação de nanaopartículas de quitosana pela técnica da 

gelificação iônica 

 

Fonte: Adaptado de SETTA; KEGERE; MAMDOUH, (2019).  

 

As nanopartículas de quitosana com o TPP são sistemas promissores para o 

encapsulamento e entrega de proteínas (AVADI et al., 2009), genes (CSABA, KÖPING-

HÖGGÅRD, & ALONSO, 2009), drogas hidrofílicas e hidrofóbicas (TRAPANI et al., 2011), 

vitaminas (LUO et al., 2011), óleos essenciais (OEs) (HOSSEINI et al., 2013), e compostos 

polifenólicos (Keawchaoon & Yoksan, 2011). Keawchaoon e Yoksan (2011) revelaram que o 

encapsulamento do carvacrol em nanopartículas de quitosana, o sistema poderia controlar sua 

liberação e manter as suas propriedades funcionais. Dessa forma, a técnica da gelificação 

iônica foi a escolhida como metodologia do presente estudo. 

Várias técnicas podem ser usadas para caracterizar as nanopartículas poliméricas de 

quitosana. Algumas das caracterizações amplamente descritas são as de tamanho médio e 

distribuição de partícula, índice de polidispersão (Pdi)  e mobilidade eletrostática  (potencial 

zeta) das partículas (PRADO-AUDELO et al., 2020;KHALIFA; RASOOL, 2017;LIU et al., 

2013), técnicas de microscopia para verificar aspectos morfológicos (KHALIFA; RASOOL, 

2017; LIU et al., 2013), espectroscopia infravermelho por transformadora de Fourier (FTIR) 

para determinar a estrutura e interações químicas dos componentes das nanopartículas 

 (KHALIFA; RASOOL, 2017;LIU et al., 2013), difração de raios X para determinar a 

cristalinidade, e análises quantitativas para determinar à eficiência de encapsulação e 

revestimento de nanopartículas de quitosana (LIU et al., 2013). 
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A hipótese do trabalho é a obtenção de um sistema de liberação controlada contendo 

carvacrol encapsulado em nanopartículas como uma abordagem inovadora para o tratamento 

da LV. Neste contexto, a preparação de sistemas de liberação controlada, nesse caso, 

nanopartículas contendo carvacrol consiste num importante avanço na terapêutica tradicional 

repercutindo em um impulso acadêmico e científico, vislumbrando o desenvolvimento de um 

produto comercial e uma alternativa em potencial no tratamento da LV. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

Desenvolver nanopartículas de quitosana contendo carvacrol e avaliar a atividade in 

vitro frente a L. infantum. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Preparar nanopartículas de quitosana (NPQui) 

 Encapsular o carvacrol em NPQui; 

 Realizar a caracterização físico-química das NPQui e NPCar; 

 Analisar o tamanho de partículas, índice de polidispersão e potencial zeta das 

NPQui e NPCar; 

 Avaliar e calcular a IC50 in vitro da atividade das NPQui e NPCar sobre as 

formas promastigotas de L. infantum; 
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4. METODOLOGIA 

4.1 MATERIAIS   

 Quitosana de baixo peso molecular, grau de desacetilação 75-85% (Sigma-Aldrich®) 

 Ácido acético glacial P.A. (Química Moderna®) 

 Tripolifosfato de sódio (TPP) P.A. (Dinâmica®) 

 Carvacrol 99% (Sigma-Aldrich®) 

 

4.2 SOLUÇÃO DE QUITOSANA   

As soluções de quitosana foram preparadas nas concentrações em 0,05% m/v, 0,1% 

m/v e 0,2% m/v em solução de ácido acético a 1% (v/v). Essa mistura foi mantida sob agitação 

magnética por 24 horas e logo após esse processo foi feita filtragem da solução para remoção 

de material insolúvel.  

 

4.3 ESTUDO DE PRÉ-FORMULAÇÃO DAS NANOPARTÍCULAS DE QUITOSANA 

As nanopartículas de quitosana foram preparadas pelo método de gelificação iônica 

com adaptações de (CALVO et al., 1997; KEAWCHAOON; YOKSAN, 2011; HADIDI et al., 

2020). Para analisar a influência da concentração QUI:TPP para obter sistemas 

nanoestruturados, preparou-se 9 formulações utilizando a mistura de soluções nas 

concentrações de QUI e TPP conforme a tabela 2. Foi utilizada soluções de quitosana 

preparadas nas concentrações de 0,05% m/v, 0,1% m/v e 0,2% m/v em solução de ácido 

acético a 1% (v/v), bem como as soluções de TPP em água destilada nas concentrações de 

0,05% m/v, 0,1% m/v e 0,5% m/v.  

 

Tabela 2 – Concentrações de QUI/TPP das formulações de nanopartículas. 

AMOSTRA CONCENTRAÇÕES 

DAS SOLUÇÕES (% m/v) 

 QUI      TPP 

A1 0,05% m/v 0,05% m/v 

A2     0,1% m/v 0,05% m/v 

A3      0,2% m/v 0,05% m/v 

B1  0,05% m/v 0,1% m/v 

B2     0,1% m/v 0,1% m/v 

B3     0,2% m/v 0,1% m/v 

C1      0,05% m/v 0,5% m/v 

C2     0,1% m/v 0,5% m/v 

C3      0,2% m/v 0,5% m/v 
                             Fonte: Autoria própria. 
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Para preparar 20 ml de cada amostra, em 10 ml de solução de quitosana foi adicionado 

0,0032g de Tween 80. Essa mistura foi homogeneizada em agitação magnética por 30 

minutos a uma temperatura de 50°. Em seguida, sob agitação magnética, foi adicionado 10 ml 

da solução de TPP gota a gota à solução de quitosana sob agitação por 40 minutos. Por fim, a 

dispersão foi sonicada por 3 (três) minutos a uma amplitude de 30, conforme a Figura 13. 

Foram formulados nanopartículas de quitosana contendo carvacrol (NPCar) e nanopartículas 

de quitosana sem o princípio ativo (NPQui). As amostras foram analisadas 

macroscopicamente quanto a cor, odor, presença de precipitação e a visualização do efeito 

Tyndall e analisadas físico-quimicamente. As formulações com melhores resultados de 

tamanho de partícula, índice de polidispersão e potencial zeta foram selecionadas para 

encapsular o carvacrol. 

 

Figura 13 – Preparação das nanopartículas de QUI/TPP 

 
Fonte: Autoria própria, 2022. 

 

 

4.4 FORMULAÇÃO DAS NANOPARTÍCULAS CONTENDO CARVACROL 

As NPCar seguiram o mesmo método de preparação das NPQui. 10 mL de solução 

aquosa de QUI (0,1%-0,2% m/v) e Tween 80 (0,0032g) foram mantidos sob agitação 
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magnética por 30 mim a uma temperatura de 50°. Logo em seguida, o carvacrol nas 

proporções 1:1 e 1:2 v/v (quitosana/carvacrol) foi adicionado à solução aquosa de quitosana e 

homogeneizada utilizando agitação magnética por 10 minutos. Posteriormente, foi adicionada 

gota a gota 10 mL de solução de TPP (0,05%-0,1% m/v) sob agitação magnética por 40 

minutos. Ao final, a dispersão foi sonicada no Sonicador Ultrassônico (Qsonica Q55, USA.) 

por 3 (três) minutos a uma amplitude de 30 e potência 55w. 

Após a preparação, amostras foram analisadas macroscopicamente quanto a cor, odor, 

presença de precipitação e a visualização do efeito Tyndall nas formulações. Posteriormente, 

foram realizadas as análises de caracterizações físico-químicas das NPcar. 

 

4.5 CARACTERIZAÇÃO FÍSICO-QUÍMICAS DAS NANOPARTÍCULAS 

4.5.1 Tamanho e índice de polidirpersão das partículas (Pdi)  

Essas análises foram realizadas no Laboratório de Materiais e Biosistemas – LAMAB 

da Universidade Federal da Paraíba. Amostras das formulações (A1-C3) e posteriormente, das 

NPCar foram submetidas à análise através da técnica de espectroscopia de correlação de 

fótons, também conhecida como Dynamic Light Scattering (DLS). Valores de diâmetro 

médio, uma indicação da variância na distribuição de tamanhos, foram obtidos para amostras 

das NPQui e posteriormente, das NPcar através do equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern 

Panalytical, Reino Unido), com ângulo de dispersão fixo em 90º e sob temperatura de 25 ºC 

em triplicata. Os resultados foram analisados através do programa Zetasizer 7.13 (Malvern 

Panalytical, Reino Unido).  

 

4.5.2 Análise do Potencial Zeta 

Amostras das formulações de NPQui (A1-C3) e posteriormente, das NPCar foram 

analisadas quanto ao potencial zeta no equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern Panalytical, 

Reino Unido). Os resultados foram obtidos por meio da média da leitura das triplicatas. 

 

4.6 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTI-LEISHMANIA DAS NPQUI e NPCAR IN 

VITRO 

4.6.1 Parasitos e cultura in vitro 

Os ensaios biológicos da avaliação da atividade anti-leishmania das NPQui e NPcar in 

vitro foram realizados no Laboratório de Imunologia das Doenças Infecciosas (LABIDIC), do 

Departamento de Biologia Celular e Molecular do Centro de Biotecnologia (CBiotec) da 

Universidade Federal da Paraíba seguindo o protocolo de Almeida et al. (2021). 

https://www.coleparmer.com/i/qsonica-q55-110-q55-sonicator-ultrasonic-processor-110-vac/0471251
https://www.coleparmer.com/i/qsonica-q55-110-q55-sonicator-ultrasonic-processor-110-vac/0471251
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Os parasitos utilizados durante a pesquisa foram promastigotas de espécie L. infantum 

da linhagem IOC579. As formas promastigotas dessa espécie de Leishmania foram mantidas 

in vitro em meio Schneider com pH 7 (Sigma-Aldrich, St, Louis, EUA), suplementado com 

20% de soro fetal bovino (SFB – Cultilab, São Paulo, BRA), 1% de inibidor (penicilina 200 

U/mL e estreptomicina 0,1 mg/mL – Gibco, Br) e 1% de urina masculina humana. As culturas 

de L. infantum foram mantidas em incubação à uma temperatura de 26ºC em estufa de 

demanda biológica de oxigênio (B.O.D) com passagem de células semanalmente.  

 

4.6.2 Avaliação da atividade antileishmania pelo ensaio com MTT sobre formas 

promastigotas de L. infantum. 

 Foi avaliado a atividade antileishmania das NPQui e NPCar utilizando o teste do MTT 

(brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio). Esse método é baseado na 

atividade de enzimas desidrogenases citosólicas e mitocondriais, que reduzem o MTT e 

formar um produto de coloração azul, o sal de formazan. Em placa de 96 poços foram 

adicionadas 100 μL de meio Schneider suplementado, promastigotas de L. infantum ajustadas 

a 4x107 parasitas/poço, as formulações de nanopartículas a serem testadas, o carvcacrol 

isolado e o fármaco de referência em concentrações pré-estabelecidas. Além desses poços o 

controle negativo e controle do meio foram utilizados. O carvacrol isolado (1mg/mL), NPQui, 

NpCar foram adicionados nos poços, previamente diluídas em meio Schneider suplementado 

para um volume de 100 μL/poço nas concentrações seriadas de 50 a 0,39 μg/ml; e de 10 a 

0,078 μg/mL para a Anfotericina B®.  

Posteriormente, a placa foi incubada por 72 h em estufa B.O.D à temperatura de 26 ºC. 

Após o tempo de incubação, foi adicionado 10 μL de MTT e incubados por mais 4 h em 

estufa B.O.D a 26 ºC, e em seguida foi adicionado 100 μL do SDS a 78% para dissolução dos 

cristais de formazan e por último, foi realizada leitura a 540 nm em espectrofotômetro (Biotek 

modelo Elx800). O experimento foi feito em triplicata. 

Os resultados foram expressos em valores de concentração inibitória de 50% do 

crescimento de formas promastigotas (IC50), sendo o controle negativo o meio Schneider 

suplementado, considerado como 0% de inibição do crescimento dos parasitas, e o controle 

positivo foi realizado com a Anfotericina B®. 

 

4.6.3 Análise estatística 

Os tratamentos realizados foram avaliados em triplicata, e analisados com o auxílio do 

software GraphPad Prism 5.0 (San Diego,CA). A concentração inibitória de 50% do 
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crescimento (IC50) foi calculada usando curvas dose-resposta e intervalos de 95% de 

confiança foram incluídos. O valor de IC50 (concentração da droga que inibem o crescimento 

dos parasitos em 50%) foi calculado com o auxílio do software GraphPad Prism 5.0. A 

análise de variância (ANOVA) foi realizada seguida por um pós-teste Tukey, tomando um 

valor de p<0,05 como o nível mínimo necessário para a significância estatística. 

 

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 ESTUDO DE PRÉ-FORMULAÇÃO DAS NANOPARTÍCULAS DE QUITOSANA 

A preparação das nanopartículas se deu de forma simples e fácil pela técnica da 

gelificação iônica. Sendo possível reproduzir e obter as nanopartículas de quitosana utilizando 

o TPP como agente reticulante. Observou-se que ao final da preparação, as amostras tinham 

aspectos macroscópicos diferentes. A Figura 14 mostra o aspecto macroscópico das 

formulações preparadas com as diferentes concentrações de QUI e TPP. As amostras se 

caracterizavam visualmente como formulações transparentes e estáveis (A2, A3 e B3), e 

turvas (A1, B1, B2) e com formação de precipitados (C1, C2 e C3).  

 

    Figura 14 – Amostras das formulações de NPQui 

 

                Fonte: arquivo pessoal 

 

5.2 CARACTERIZAÇÃO FÍSICO-QUÍMICAS DAS NANOPARTÍCULAS 

5.2.1 Diâmetro hidrodinâmico médio e Pdi 

A tabela mostra os resultados do diâmetro hidrodinâmico médio, o índice de 

polidispersividade e o potencial zeta das 9 amostras analisadas. Os resultados mostram que as 

amostras tinham diâmetros médios de partículas entre 89,43 ±0,774 nm a 1794 ± nm, com 

exceção da amostra C3 que mostrou um diâmetro médio de 13,54 ± 1,49 nm (Tabela 3). 
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Tabela 3 – Tamanho de partículas, Pdi e potencial zeta das formulações A1-C3 

AMOSTRA CONCENTRAÇÕES 

DAS SOLUÇÕES 

Diâmetro (nm) Pdi Zeta 

(mV) 

 QUI      TPP    

A1 0,05% m/v 0,05% m/v 1794 ± 0,146 nm 0,476 6,04 

A2     0,1% m/v 0,05% m/v 89,43 ± 0,774 nm 0,168 12,8 

A3      0,2% m/v 0,05% m/v 161,26 ±0,378 nm 0,475 36,7 

B1  0,05% m/v 0,1% m/v 362,63 ± 170 nm  0,800 4,9 

B2     0,1% m/v 0,1% m/v 1536 ± 0,022 nm 0,609 4,1 

B3     0,2% m/v 0,1% m/v 147,36 ± 0,665 nm 0,228 13,1 

C1      0,05% m/v 0,5% m/v 178,66 ± 32 nm 0,417 0,80 

C2     0,1% m/v 0,5% m/v 13,54 ± 1,49 nm 0,339 2,85 

C3      0,2% m/v 0,5% m/v 1100 ± 1412 nm 0,886 3,61 

                     Fonte: autoria própria 

 

Verificou-se que o aumento das concentrações das soluções de TPP em relação a 

solução de QUI para a preparação das amostras (A1-B1-C1), resultou em formulações com 

tamanho médio de partículas menores, porém influenciou os seus valores de Pdi, em 0,476,  

0,800 e 0,417, respectivamente. Valores >0,3 de Pdi, caracterizam-se em sistemas 

polidispersos que apresentam mais de uma população de partículas no meio, o que acaba 

influenciando na estabilidade do sistema, visto que as partículas podem tender a se agrupar 

(ZHANG e KOSARAJU et al., 2007). Sendo assim, esses resultados colaboram com os 

estudos de Sullivan et al. (2018), que demostram que o aumento da concentração do TPP 

resulta em sistemas polidispersos e com valores de Pdi mais altos. 

Em comparação com anteriores, as amostras A2 e B3 com concentrações QUI/TPP nas 

proporções de massa 2:1, tiveram tamanhos de partículas em 89,43±0,774 nm e 147,36±0,665 

nm e Pdi de 0,168 e 0,228, respectivamente, indicando serem excelentes sistemas para o 

encapsulamento de fármacos e com homogeneidade (Figura 15). Sistemas coloidais com Pdi 

>0,3 são caracterizados como sistemas monodispersos, ou seja, sistemas caracterizados com 

uma maior uniformidade de distribuição das nanopartículas (ZHANG e KOSARAJU et al., 

2007). Esses resultados colaboram com o Sullivan et al. (2018), utilizando a razão de massa 

Qui:TPP na proporção 3:1, obtiveram NPQui estáveis com tamanho médio de partícula em 

90,5 nm e Pdi 0,164.  
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Figura 15 - A – Aspecto macroscópico das formulações de NPQui A2 e B3. B - 

Visualização do efeito Tyndall nas amostras A2 e B3 

 
Fonte: arquivo pessoal. 

 

Foi possível analisar, que quando as formulações tinham concentrações QUI/TPP na 

proporção de massa 1:1 (A1 e B2), tinham tamanhos de partículas maiores que 1,000 nm e 

Pdi de 0,476 e 0,609, respectivamente. Estudos de Sullivan et al. (2018), mostram que as 

proporções de massa de Qui:TPP em 1:1 resultou em formulações coloidais turvas e com 

aglomerados, caracterizadas com tamanhos de partículas e Pdi altos e redução do potencial 

Zeta. Supostamente, entende-se que quando as concentração de Qui:TPP na mesma 

proporção, as mesmas não são capazes de formar nanopartículas com tamanhos menores, 

estáveis e homogêneas.  

Ainda comparando as amostras A3 e C3, observe-se que a amostra C3 tinha um 

diâmetro médio de 1100 ± 1412 nm e Pdi 0,886, sendo esses valores maior que os 

encontrados na amostra A3. Suponha-se que a proporção da 0,2% g/v de QUI e 0,5% g/v de 

TPP usada na preparação da formulação C3, não seja a ideal para obter nanopartículas com 

tamanho abaixo de 500 nm.   

 

5.2.2 Potencial Zeta 

Pela análise do Potencial Zeta é possível medir a magnitude do potencial eletrostático 

ou das interações repulsivas entre as cargas das partículas e avaliar a estabilidade destas em 

soluções coloidais (DICKINSON, 2009). As nanopartículas de quitosana têm sua carga 

superficial determinada pelo grau de neutralização dos grupos -NH3+ pelos grupos 

polianiônicos do tripolifosfato de sódio (HU et al., 2008). 

As amostras analisadas demostraram ter carga superficial positivas, sendo esse 

característico de nanopartículas de quitosana. Observou-se que o potencial zeta das 

nanopartículas aumentou com o aumento da concentração de quitosana no sistema (A2, A3 e 
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B3). Isso era esperado, pois para formar as nanopartículas de quitosana, precisa ocorrer as 

interações entre os grupos -NH3+ protonados da quitosana e os fosfatos do TPP 

(KEAWCHAOON; YOKSAN, 2011). Sendo assim, quanto maior a concentração de 

quitosana, mais grupos -NH3+ estarão disponíveis no meio e maior será o potencial zeta da 

amostra. 

As amostras A2, A3 e B3 tiveram um potencial Zeta de 12,8 mV, 36,7 mV 13,1 mV, 

respectivamente. Isso demonstra que foram obtidas formulações moderadamente estáveis, 

considerando que sistemas nanoestruturados com cargas superficiais de ±30 mV são menos 

suscetíveis a forças de aglomeração e desestabilização, tais como forças de Van der Waals, 

movimento browniano ou interações entre as partículas (GOKCE et al., 2014). 

Esses achados colaboram com o estudo de Hadidi et al. (2020), que desenvolveram 

nanopartículas de QUI/TPP para encapsular o óleo do orégano e obtiveram um sistema com 

tamanho de 223,2 ± 35,6, Pdi 0,337 e potencial Zeta +34,50 mV. 

Dessa forma avaliando os aspectos macroscópicos e parâmetros físico-químicos: 

tamanho médio de partículas, Pdi e o potencial Zeta das formulações obtidas, foram 

selecionadas as formulações A2 e B3 para realizar o encapsulamento do carvacrol.   

 

5.3 FORMULAÇÃO DAS NANOPARTÍCULAS CONTENDO CARVACROL 

5.3.1 Aspectos macroscópicos 

As NPcar formulados quando observados macroscopicamente se apresentaram com 

aspectos turvos, mas sem presença de precipitados (Figura 16). O efeito Tyndall é 

característico da formação de suspensões coloidais, que corresponde ao espalhamento de luz 

proporcionado por um sistema disperso quando irradiado por um feixe de luz (NETZ e 

ORTEGA, 2014). A dispersas de partículas em escala nanométrica em uma solução coloidal 

espalham a luz laser, formando um feixe de luz coerente, o que nos fornece uma técnica 

rápida para caracterizar sistemas coloidais nanométricos (LIMA, 2014). Indícios da presença 

de nanopartículas nas formulações A2-1 e A2-2 foram observados pela visualização do efeito 

de Tyndall nas amostras, o qual pode ser visto o trajeto da luz devido a dispersão de partículas 

presentes nas formulações de NPcar (Figura 17). 
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Figura 16 – Formulação de NPQui e NPcar. 

 
Fonte: arquivo pessoal. 

                                  

 

 

 

Figura 17– A- Visualização do efeito Tyndall nas amostras NPQui, A2-1 e A2-2 

 
Fonte: arquivo pessoal. 

 

5.3.2 Análises de tamanho de partícula, Pdi e potencial Zeta das NPcar. 

A tabela 4 mostra os resultados das caracterizações físico-químicas obtidos das 

formulações de nanopartículas contendo o carvacrol. Pode-se notar que o aumento da 

concentração do carvacrol em relação a solução de quitosana resultou em nanopartículas de 

tamanhos e com carga superficial maiores em comparação a NPQui.  
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Tabela 4- análises de tamanho de partícula, Pdi e potencial zeta das NPQui e NPCar A2 e 

NPCar B3. 
AMOSTRAS CONCENTRAÇÕES DAS 

SOLUÇÕES 

(%g/mL) 

CARVACROL TAMANHO 

(nm) 

Pdi Zeta 

(mV) 

 QUI TPP     

A2 – NPQui 0,1% m/v 0,05% m/v - 89,43 ±0,774 nm 0,168 12,8 

NPCar– 1 0,1% m/v 0,05% m/v 1 mg/mL 

(1:2 Qui:Car) 

245,9 ± 3,466 nm 0,175 15,4 

 

NPCar – 2 0,1% m/v 0,05 % m/v 1 mg/mL 

(1:1 Qui:Car) 

144,9 ± 1,388 nm 0,224 15,7 

B3 – NPQui 0,2% m/v 0,1% m/v - 147,36±0,665 nm 0,228 13,1 

NPCar – 1 0,2% m/v 0,1 % m//v 2 mg/mL 

(1:2 Qui:Car) 

699,5 ± 81,175nm 0,428 13,2 

NPCar – 2 0,2% m/v 0,1% m/v 2 mg/mL 

(1:1 Qui:Car) 

679 ± 61,7372 nm 0,39 14,9 

                         Fonte: autoria própria. 

 

As amostras NPCar - 1 e NPCar - 2 (formulação A2) apresentaram tamanho médio de 

partícula na faixa de 245,9-144,9 nm, respectivamente. Foram consideradas sistemas com 

distribuição de partículas homogêneos, com Pdi baixos (0,175 e 0,224) e o potencial zeta alto, 

dessa forma, pode-se dizer que foi possível encapsular o Car nos sistemas de forma eficiente e 

estável (Figura 16).  

Resultados semelhantes foram encontrados nos estudos de Bernal-Mercado (2022), que 

prepararam pela técnica da gelificação iônica nanopartículas de QUI contendo o carvacrol 

para avaliar a atividade antimicrobiana in vitro contra P. aeruginosa. Os autores tiveram 

como resultados, um tamanho médio de partículas de 140,3 nm, Pdi 0,2 e potencial Zeta alto 

em 14,4 mV.  Os resultados ainda colaboram com outros estudos da literatura. Carvacrol 

encapsulados em NPQUIT funcionalizadas com β-ciclodextrina tiveram um tamanho médio 

de partícula de 175,2 (CAMPO et al., 2018). Nanopartículas de óxido de estanho-quitosan-

polietilenoglicol contendo carvacrol tiveram um tamanho médio de partícula 157,10 nm 

(TIAN et al.,2021).  

As formulações NPCar - 1 e NPCar - 2 (formulação B3) obtiveram tamanhos de 

partículas na faixa de 600 nm, possivelmente pode ser devido quanto maior a concentração do 

carvacrol proporcional em relação a concentração da solução de QUI, maior será o tamanho 

das partículas. De acordo com a literatura, estudos utilizando nanopartículas de <350 nm para 

a entrega de drogas, tiveram melhorem resultados na eficácia para o tratamento da 

leishmaniose (SOUZA et al., 2018). Sendo assim, considerando a aplicação em meio 

biológico das NPcar contra formas promastigotas de L. infantum e os resultados de 

caracterização físico-química, a amostra NPCar– 1 (formulação A2) foi selecionada para os 

testes in vitro seguintes.  
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5.4 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTI-LEISHMANIA DAS NPQui e NPCAR IN 

VITRO 

 

5.4.1 Avaliação da atividade in vitro das NPQui e NPcar frente a formas promastigotas de L. 

infantum 

A atividade antileishmania foi avaliada in vitro pelo método do MTT sobre formas 

promastigotas de L. infantum, um dos agentes etiológicos da leishmaniose visceral. O ensaio 

demonstrou a atividade efetiva do carvacrol sobre o crescimento dos parasitas da espécie L. 

infantum. O carvacrol livre apresentou potencial atividade de inibição do crescimento das 

formas promastigotas nas concentrações testadas. A forte atividade do carvacrol foi expressa 

pelo valor de IC50 em 11,86 μg/mL, sendo esse dado menor com outros achados da literatura. 

 

Figura 17 – Relação da densidade óptica (OD) de células nos poços após os 

tratamentos com CAR, NPQui, NPCar e a Anfotericina B®.  

 
Os valores representam a média calculada em triplicata ± erro padrão da média. Para este cálculo foi 

utilizado o modelo de regressão linear com o programa GraphPad Prisma 5.0.  

Fonte: Autoria própria. 
 

A atividade do carvacrol foi demostrada contra promastigotas de cepas de L. infantum, 

com valores de IC50 de 9,8 μg/mL (YOUSSEFI et al., 2019). Melo et al. (2013) avaliaram a 
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atividade anti-leishmania do carvacrol e demonstrou uma IC50 em formas promatisgotas de L. 

chagasi de 2,3 μg mL.  

O presente trabalho é um estudo inédito da encapsulação do carvacrol em 

nanopartículas de quitosana para o tratamento da leishmaniose visceral. Os resultados 

demostraram uma forte atividade biológica anti-leishmania das NPCar pela inibição do 

crescimento das formas promastigotas de L. infantum, através de análises realizadas pelo 

cálculo da IC50 (Figura 17). 

As NPQui apresentaram uma IC50 de 4,519 μg/mL, já as NPCar apresentaram uma IC50 

de 2,659 μg/mL (Tabela 5). Observa-se que houve uma diferença significativa p<0,05  entre a 

atividade anti-leismania nos poços tratados com a NPCar, em comparação com os poços 

tratados com o CAR isolado, esta atividade anti-leishmania das NPCAR pode ser devido o 

potencial do CAR e da Qui na inibição de parasitos de Leishamia spp. já demonstrados na 

literatura (YOUSSEFI et al., 2019; DAS et al., 2017; MORENO et al., 2015; CHAUBEY et 

al., 2018). Acredita-se que o CAR atua através em diferentes alvos nas mitocôndrias e em 

outras partes da célula de Leishmania ssp. (MONZONTE et al., 2018). Além disso, natureza 

lipofílica do CAR, permite que ele atravesse a membrana celular com facilidade, tornando-a 

impermeável a prótons e íons, afetando assim funções enzimáticas do parasita (SILVA et al., 

201o7; PASTOR, et al., 2015). Esses resultados demonstram que a encapsulação do CAR em 

NPQui otimiza os seus efeitos frente a L. infantum.   Em comparação com os resultados da 

IC50 do nanosistema polimérico desenvolvido, nanopartículas lipídicas contendo CAR 

avaliadas frente a L. amazonensis demostraram atividade com IC50 em 28.2 μg/mL (Galvão et 

al., 2019).  

 

Tabela 5 - Concentração inibitória de 50% (IC50) de promastigotas de L. infantum com 

os tratamentos CAR, NPQui, NPCar e a Anfotericina B®.  

 
TRATAMENTOS IC50 (μg/mL) 

Car 11,86 

NPQui 4,519 

NPCar 2,659* 

Amb 1,429 

Os valores representam a média da IC50 calculada em triplicata ± erro padrão da média. Para este cálculo 

foi utilizado o modelo de regressão linear com o programa GraphPad Prisma 5.0. *Diferença significativa 

p<0,05 entre NPCar e Car.  

Fonte: Autoria própria. 
 

Os resultados preliminares do presente estudo revelam que as NPCar podem ser 

candidatos promissores a terapêutica da leishmaniose visceral, visto que apresentaram uma 
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atividade relevante para as formas promastigotas de L. infantium. No entanto, ensaios 

posteriores com formas amastigotas, de citotoxicidade serão necessários para melhor avaliar a 

sua atividade biológica.  

 

6. CONCLUSÃO 

No estudo pré-formulação das nanopartículas de QUI/TPP pela da técnica da gelificação 

iônica, foi possível obter sistemas coloidais com partículas em tamanho manométricos, com 

índices de polidispersão baixos e carga superficial positivos e altos. 

Entre as formulações preparadas, as que tiverem melhores resultados foram as amostras 

A2 e B3. Ambas foram caracterizadas físico-químicamente como excelentes sistemas para o 

encapsulamento de drogas e com homogeneidade e estabilidade.  

A encapsulação do carvacrol se deu de forma fácil, rápida e eficiente, com destaque 

para a formulação A2. As amostras A2 contendo o carvacrol apresentaram tamanho médio de 

partícula na faixa de 144,9 nm, foram consideradas sistemas com distribuição de partículas 

homogêneos, com Pdi baixos (0,175 e 0,224) e o potencial zeta alto. 

A análise in vitro da atividade anti-leishmania demostrou uma forte inibição das formas 

promastigotas da L. infantium das NPCar com uma IC50 de 2,659 μg/mL, em comparação com 

as NPQui que obtiveram uma IC50 de 4,519 μg/mL. 

Os resultados do presente estudo revelam que as NPCar podem ser candidatos 

promissores a terapêutica da leishmaniose visceral, visto que apresentaram uma atividade 

relevante para as formas promastigotas de L. infantum. Todavia, ensaios posteriores com 

formas amastigotas, de citotoxicidade se fazem necessários para melhor avaliar a sua 

atividade biológica. 
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