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RESUMO 

 

Para melhorar a eficácia de fármacos como nifurtimox, benznidazol e ravuconazol 

pode-se utilizar sistemas autonanoemulsionáveis para entrega de fármacos 

(SNEDDS). O estudo teve como objetivos: (i) avaliar a toxicidade dos SNEDDS e dos 

respectivos excipientes utilizados no preparo dos SNEDDS Nfx 1 e 2, SNEDDS Bz 3 

e SNEDDS Rv 4 em células H9c2, uma linhagem de cardiomiócitos de ratos neonatos, 

e Hep G2, uma linhagem de hepatócitos de carcinoma humano; e (ii) avaliar a 

atividade anti-Trypanosoma cruzi dos SNEDDS Nfx 2 e SNEDDS Rv 4 in vitro, 

utilizando como modelo experimental células H9c2 infectadas pelas cepas Y e 

Colombiana do T. cruzi. Os excipientes usados no preparo dos SNEDDS não 

induziram diminuição da viabilidade das células H9c2 e Hep G2 nas mesmas 

concentrações usadas nas formulações nas doses efetivas de tratamento (5 e 10 µM, 

para nifurtimox; e 2nM, para ravuconazol). No entanto, o Tween 80 usado no preparo 

das formulações SNEDDS Nfx 1 e SNEDDS Bz 3, mostrou-se tóxico nos testes de 

citotoxicidade em células Hep G2, nas concentrações entre 0,065% e 0,26% v/v, 

reduzindo a viabilidade em mais de 40%. Os SNEDDS Nfx 1 e SNEDDS Bz 3 foram 

tóxicos a partir da concentração de 25 µM referente ao fármaco livre, por isso não 

foram realizados os testes de atividade com estes SNEDDS. O SNEDDS Nfx 2 

apresentou menor toxicidade em relação ao SNEDDS Nfx 1, apresentando toxicidade 

a partir da concentração de 50 µM; e o SNEDDS Rv 4 não apresentou toxicidade 

significativa. Com isso, os SNEDDS Nfx 2 e SNEDDS Rv 4 foram utilizados nos testes 

de atividade in vitro e apresentaram efeito inibitório superior aos respectivos fármacos 

livres sobre formas amastigotas das cepas Y e Colombiana do T. cruzi. Este estudo 

in vitro evidenciou que os SNEDDS podem ser formulações seguras e potencialmente 

mais ativas contra as formas amastigotas do parasito. 

 

Palavras chave: viabilidade celular, SNEDDS, surfactante, Trypanosoma cruzi 

 

 

 

 



 

  

ABSTRACT 

To improve the efficacy of drugs such as nifurtimox, benznidazole and ravuconazole 

can be used self-nanoemulsifying drug delivery systems (SNEDDS). The study aimed 

to: (i) to evaluate the toxicity of SNEDDS and their excipients used in the preparation 

of SNEDDS Nfx 1 and 2, SNEDDS Bz 3 and SNEDDS Rv 4 in H9c2 cells, a 

cardiomyocyte cell line of mice, and Hep G2, a line of human carcinoma hepatocytes; 

and (ii) to evaluate the anti-Trypanosoma cruzi activity of SNEDDS Nfx 2 and SNEDDS 

Rv 4 in vitro, using as an experimental model H9c2 cells infected by strains Y and 

Colombian T. cruzi. The excipients used in the preparation of SNEDDS not induced 

decrease in viability of Hep G2 cells and H9c2 the same concentrations used in the 

formulations in effective treatment doses (5 and 10 µM for nifurtimox, and 2nM for 

ravuconazole). However, Tween 80 used in preparation of the formulations SNEDDS 

Nfx 1 and SNEDDS Bz 3, showed toxic in cytotoxicity assays in Hep G2 cells at 

concentrations between 0.065% and 0.26% v / v, reducing the viability of more than 

40%. The SNEDDS Nfx 1 and SNEDDS Bz 3 were toxic at concentrations of 25 µM 

refering to the free drug, because of that the activity tests with these SNEDDS were 

not realized. The SNEDDS Nfx 2 showed lower toxicity compared to SNEDDS Nfx 1, 

with toxicity from the concentration of 50 uM; and SNEDDS Rv 4 showed no significant 

toxicity. Thus, the SNEDDS Nfx 2 and SNEDDS Rv 4 were used in vitro activity tests 

and showed inhibitory effect higher than the respective free drugs on amastigote forms 

of strains Y and Colombian T. cruzi. This in vitro study showed that the SNEDDS can 

be safe and potentially more active formulations against the amastigote forms of the 

parasite. 
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1 – INTRODUÇÃO  

1.1- A DOENÇA DE CHAGAS 

A doença de Chagas, descoberta em 1909 por Carlos Chagas, é causada 

pelo protozoário Trypanosoma cruzi, da ordem Kinetoplastida, que possui o 

cinetoplasto como organela característica. Esta enfermidade afeta atualmente 

cerca de 7 a 8 milhões de pessoas na América Latina, havendo ocorrência de 

casos em várias partes do mundo devido às correntes migratórias de pessoas 

infectadas de áreas endêmicas para não endêmicas (WHO, 2015). Está 

classificada pela OMS dentro das doenças negligenciadas, constitui um grave 

problema de saúde, causando aproximadamente 12.000 mortes por ano no 

mundo. Na América do Norte, há cerca de 1 a 6 milhões de casos estimados no 

México, 1 milhão de casos no Estados Unidos, sendo 40.000 mulheres grávidas, 

resultando em 2000 casos congênitos anualmente (WHO, 2013; Morilla & 

Romero, 2015). 

O ciclo do parasito se alterna entre um hospedeiro invertebrado e um 

hospedeiro vertebrado. No hospedeiro invertebrado, o ciclo tem início quando o 

inseto ingere formas tripomastigotas sanguíneas em um hospedeiro infectado 

com T. cruzi durante o repasto sanguíneo. No tubo digestivo do inseto, essas 

formas ingeridas se transformam em epimastigotas, que se multiplicam por 

divisão binária, convertem-se em tripomastigotas metacíclicos, que é a forma 

infectante para o hospedeiro vertebrado. A contaminação de mamíferos ocorre 

através da penetração das formas tripomastigotas metacíclicas, depositadas 

pelo triatomíneo sobre a pele lesada do vertebrado por ação da sua probóscide, 

ou através da penetração por mucosas. Estas caem na circulação sanguínea do 

hospedeiro, ao penetrar em uma célula, transformam-se em amastigotas, 

multiplicam-se, convertem-se novamente em tripomastigotas e rompem a célula, 

podendo infectar outras células.  O T. cruzi é transmitido por insetos da família 

Reduviidae, subfamília Triatominae (Garcia et al., 1999; Teixeira et al., 2009). A 

transmissão do parasito ocorre, principalmente, pelo vetor (80-90%), por 

transfusão sanguínea (5-20%), pela via congênita (0,5-8%) (Coura & Castro, 

2002) e por transmissão oral (Nóbrega et al, 2009; Bastos et al, 2010).  
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A doença de Chagas apresenta duas fases: aguda e crônica. Na fase 

aguda podem ser observados, em alguns indivíduos, sinais de porta de entrada, 

sendo os mais comuns o chagoma de inoculação, quando o T. cruzi penetra na 

pele e o sinal de Romaña, que é uma afecção ocular com edema bipalpebral 

unilateral, violáceo e indolor que ocorre quando o T. cruzi penetra na conjuntiva. 

Os sintomas gerais da fase aguda, quando presentes, são: febre, edema 

localizado e generalizado, poliadenia, hepatomegalia, esplenomegalia, 

insuficiência cardíaca e perturbações neurológicas. Nesta fase, a doença pode 

se manifestar com maior gravidade, podendo ser fatal em cerca de 2% de 

crianças abaixo de 10 anos (Torres, 1941; Dias & Schofield, 1999). 

A maior parte dos indivíduos evolui para a fase crônica. Nesta fase, 

aproximadamente 70% dos infectados não apresentam nenhum sinal ou sintoma 

da infecção, caracterizando a forma indeterminada. Cerca de 30 a 40% dos 

indivíduos evoluem para as formas sintomáticas da fase crônica, podendo 

desenvolver a forma digestiva, incluindo megacólon e/ou megaesôfago; a forma 

cardíaca, com insuficiência cardíaca congestiva como principal fator clínico, 

devido à fibrose cardíaca; ou a forma mista, também chamada cardiodigestiva. 

A forma cardíaca é observada em cerca de 30% dos indivíduos e a forma 

digestiva, em 10% (Prata, 2001). 

Os agentes quimioterápicos utilizados para o tratamento da doença, 

atualmente, baseiam-se nos derivados nitrofuranos e nitroimidazólicos, o 

nifurtimox e o benznidazol, respectivamente, descobertos na década de 70 

(Figura 1). O benznidazol (LAFEPE - Laboratório Farmacêutico do Estado de 

Pernambuco; um nitroimidazol) e o nifurtimox (Lampit®, Bayer; um nitrofurano) 

são as duas opções disponíveis desde então, agindo como pró-fármacos. O 

grupo nitro de ambos os fármacos necessita ser reduzido pela ação da enzima 

nitroredutase, para torná-los ativos, induzindo a formação de vários radicais 

livres intermediários e de metabólitos nucleofílicos, que são tóxicos para o 

parasito (Wilkinson et al., 2008).  Ambos apresentam efeitos colaterais, devido à 

alta toxicidade dos fármacos, e são ineficazes ou parcialmente eficazes na fase 

crônica da doença, além de serem administrados em esquemas terapêuticos 

longos (Coura & Castro, 2002). Devido à maior resistência ao tratamento com o 
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nifurtimox no Brasil, Chile e Uruguai, apenas o benznidazol é usado no 

tratamento da doença nesses países (MS, 2014). 

 

A 

                                                                     

B 

 

Figura 1: Nitroheterocíclicos: A – Nifurtimox, B -  Benznidazol. 

 

Com relação à terapia da doença na fase aguda, pacientes que 

completaram o tratamento com nifurtimox apresentaram negativação do 

xenodiagnóstico em 88-100% dos casos agudos. Embora a eficácia do nifurtimox 

na fase crônica indeterminada da doença seja baixa em pacientes adultos, com 

índice de cura entre 7% e 8%, em crianças abaixo de 14 anos na fase crônica 

indeterminada da doença observou-se cura de 85,7% dos casos (Streiger et al., 

2004). Entretanto é importante relatar que o tratamento com nifurtimox foi 

realizado apenas em 7 crianças. 

Nos anos 90, diferentes ensaios clínicos foram realizados para avaliar a 

eficácia do tratamento com benznidazol em crianças entre 7 e 12 anos de idade.  

Nos ensaios clínicos realizados no Brasil (Andrade et al, 1996) e na Argentina 
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(Sosa-Estani, 1998), crianças de 7 e 12 anos de idade foram tratadas seguindo 

o mesmo regime terapêutico, 5-7,5 mg/kg/dia durante 60 dias. Após 3 anos de 

acompanhamento das crianças tratadas, no Brasil observou-se 58% de eficácia 

do tratamento com benznidazol, enquanto na Argentina o índice de cura 

observado foi de 62%.  

Apesar dos baixos índices de cura quando o tratamento é realizado 

durante a fase crônica da doença de Chagas, recomenda-se o tratamento com 

benznidazol de todos os casos diagnosticados (Brazilian Consensus on Chagas 

Disease, 2015), objetivando, além da cura parasitológica, prevenir a evolução 

clínica da doença. Estas recomendações persistem, mesmo após publicação 

dos resultados do BENEFIT (do inglês: Benznidazole Evaluation for Interrupting 

Trypanosomiasis), um grande ensaio clínico com 12 anos de avaliação, no qual 

não foi observado melhora na evolução clínica dos pacientes tratados com 

benznidazol em relação ao grupo placebo (Morillo et al, 2015). Entretanto, é 

importante ressaltar que no estudo BENEFIT foi realizado o tratamento apenas 

de indivíduos que já apresentavam sinais clínicos de cardiopatia chagásica 

crônica. 

          Por ser uma doença com tratamento negligenciado prevalente em 

comunidades carentes, com focos regionais, a indústria farmacêutica não tem 

investido em pesquisa de novos produtos para tratamento específico da doença 

de Chagas. Existe, então, uma lacuna de 40 anos no desenvolvimento de novas 

opções para a quimioterapia da doença. Diante deste panorama, diferentes 

estratégias terapêuticas têm sido amplamente utilizadas para buscar novos 

tratamentos para a referida enfermidade, tais como: 1) regimes de redosagem, 

reformulação ou reposicionamento para fármacos já existentes, 2) a combinação 

de fármacos, 3) identificação de novos alvos para a quimioterapia (Bahia et al, 

2014).  

O reposicionamento de fármacos é uma interessante estratégia que tem 

sido utilizada na identificação de novas possibilidades para o tratamento da 

doença de Chagas. Este conceito de uma outra aplicação para fármacos 

disponíveis tem sido usado com sucesso por Urbina et al, (2003) empregando 

antifúngicos conhecidos como agentes anti-T. cruzi. Dentre estes, os inibidores 
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da CYP51 é a classe de compostos com maior eficácia em modelos 

experimentais para a doença de Chagas. Os compostos triazólicos, como o 

posaconazol, o ravuconazol (Figura 2), o seu pró-fármaco E1224 e o 

albaconazol, com potente e seletiva ação anti-T. cruzi, além de propriedades 

farmacocinéticas favoráveis em mamíferos, como amplo volume de distribuição 

e tempo de meia vida plasmática longo, foram capazes de induzir a cura 

parasitológica ou reduzir as lesões teciduais em diferentes modelos animais em 

ambas as fases da doença, aguda e crônica (Molina et al. 2000a, Molina et al. 

2000b, Toledo et al. 2003, Urbina et al. 2003, Guedes et al., 2004, Diniz et al, 

2010). 

 

Figura 2: Ravuconazol.  

Considerando a potente atividade tripanocida destes compostos, foram 

realizados ensaios clínicos de fase II para investigar a eficácia e segurança do 

posaconazol e do E1224 (pró-fármaco de ravuconazol): (i) o E1224 foi ensaiado 

na Bolívia, conduzido pela Drugs for Neglected Diseases initiative (DNDi); (ii) o 

Posaconazol foi ensaiado na Espanha, patrocinado pela Merck Sharp & Dohme 

Corp. for posaconazole. Ambos os compostos avaliados mostraram uma boa 

segurança, mas infelizmente, apresentaram pouca ou nenhuma eficácia no 

tratamento de pacientes na fase crônica da doença de Chagas como um único 

medicamento (Molina et al, 2014; Faustino Torrico, Annual Meeting of the 

American Society of Tropical Medicine and Hygiene November 2013). Os 
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resultados do ensaio clínico realizado com E1224 apresentados na Annual 

Meeting of the American Society of Tropical Medicine and Hygiene November 

2013, destacam a necessidade de investigar regimes de dosagem alternativos, 

novas formulações e possíveis terapias combinadas para melhorar a eficácia do 

tratamento. 

1.2 - DESENVOLVIMENTO DE NOVAS FORMULAÇÕES CONTENDO 

NIFURTIMOX E BENZNIDAZOL 

      Recentemente, novas estratégias, baseadas em reformulação de fármacos, 

têm sido utilizadas para melhorar a eficácia de fármacos antigos, especialmente 

com o objetivo de melhorar a absorção no trato gastrointestinal (TGI), o seu perfil 

farmacocinético e a permeação tecidual. Novas formulações podem ser 

especialmente importantes para melhorar o perfil de solubilidade de fármacos no 

TGI, característica que influencia grandemente na absorção, concentração 

plasmática e, consequentemente, na eficácia terapêutica. Fármacos pouco 

solúveis em água, muito lipofílicos, são difíceis de serem absorvidos por via oral, 

o que implica em aumento de doses e do tempo de administração que induz a 

efeitos colaterais, tanto locais no TGI quanto sistêmicos. 

Os nanocarreadores são estruturas capazes de carrear fármacos 

alterando o perfil farmacocinético do fármaco livre. Isto significa que para o 

tratamento de uma doença, a associação do fármaco a um nanocarreador pode 

resultar em menores dosagens para a ação desejada. Alguns nanocarreadores 

administrados pela via endovenosa são capazes de direcionar de forma 

inteligente o fármaco ao alvo desejado, o que poderia reduzir a ocorrência de 

efeitos adversos. No entanto, o desenvolvimento de um sistema de entrega de 

fármacos enfrenta vários desafios: alcançar o sítio alvo, o qual normalmente está 

distante do local de administração; permanecer no sítio alvo até liberação do 

fármaco, liberar o fármaco num tempo controlado, limitando os efeitos adversos 

e apresentando biocompatibilidade dos excipientes (Gaumet et al, 2008).  

Abordagens baseadas na reformulação de fármacos já em uso têm sido 

empregadas visando melhorar a eficácia dos fármacos disponíveis para o 

tratamento da doença de Chagas, o benznidazol e o nifurtimox, através de 
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estudos que buscam aperfeiçoar o perfil farmacocinético e de biodistribuição de 

fármacos (Gonzalez-Martin et al, 1998; Sánchez, 2002; Palmeiro-Roldán, 2014; 

Fonseca-Berzal et al, 2015). Diferentes nanocarreadores têm sido avaliados com 

o objetivo de melhorar a eficácia terapêutica dos fármacos utilizados no 

tratamento da doença de Chagas, sendo a sua eficácia avaliada em modelos 

experimentais in vitro e in vivo. 

Estudos anteriores avaliaram a atividade anti-T. cruzi de diferentes 

formulações contendo nifurtimox ou benznidazol.   Neste contexto, Salomon et 

al (2012) demonstraram que o perfil da velocidade de dissolução do benznidazol, 

fármaco utilizado no tratamento da doença de Chagas, pode ser melhorado em 

preparações de benznidazol carreado em micropartículas de quitosana, 

sistemas líquidos e microcristais. De forma semelhante, Silva et al. (2008) 

desenvolveram complexos metálicos contendo benznidazol e demonstraram o 

aumento da velocidade de dissolução do fármaco quando associado ao Rutênio.  

 Gonzalez-Martin et al (1998) desenvolveram nanopartículas de 

etilcianoacrilato carregadas com nifurtimox. Posteriormente, esta formulação foi 

avaliada utilizando o modelo in vitro em células Vero infectadas pela cepa 

classificada como Zimodema 1 do T. cruzi, sendo demonstrada uma maior 

atividade tripanocida da nanopartícula, bem como a redução da toxicidade em 

relação ao fármaco livre (Sánchez, 2002). 

 Outros estudos avaliaram a eficácia de diferentes formulações contra a 

infecção de camundongos por T. cruzi. Morilla et al. (2002) desenvolveram 

lipossomas multilamelares de benznidazol e realizaram testes in vivo em 

camundongos infectados pela cepa RA do T. cruzi com este carreador 

lipossomal. No entanto, apesar do grande acúmulo de benznidazol no fígado 

após injeção endovenosa, aumentado duas vezes em uma semana, a infecção 

dos animais não diminuiu, ou seja, o benznidazol ficou retido no fígado e não 

conseguiu reduzir a parasitemia.  

 De forma diferente, foi demonstrado um aumento da atividade do 

benznidazol quando carreado em dispersões sólidas (DS-BZN), utilizando 

hidroxipropilcelulose com baixo grau de substituição (L-HPC) e Deoxicolato de 
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sódio (NaDC) como excipientes nos carreadores. Nos camundongos infectados 

pelo T. cruzi e tratados com DS-BZN:L-HPC foi observada  60% de supressão 

da parasitemia, enquanto entre os animais que receberam o fármaco livre  

(25mg/kg/dia) foi observada 33% de supressão. De acordo com os autores, este 

sistema aumenta a biodisponibilidade do fármaco, aumentando, assim, a eficácia 

terapêutica do benznidazol (Palmeiro-Roldán et al, 2014; Fonseca-Berzal et al, 

2015). 

Neste contexto, sistemas autonanoemulsionáveis, ou “self-

nanoemulsifying drug delivery system” (SNEDDS), tem sido usados para 

melhorar a dispersão e absorção intestinal de diversos fármacos (Pouton et al, 

1997). Dentre os sistemas vetorizados, os SNEDDS conseguem veicular uma 

quantidade maior de fármaco lipofílico em formulações tecnologicamente mais 

simples comparados a lipossomas e nanopartículas poliméricas, além de um 

menor custo em relação aos excipientes utilizados neste tipo de formulação. Os 

SNEDDS são misturas líquidas homogêneas anidras, consistindo de óleo, 

surfactante, fármaco e co-surfactante ou solubilizante, que espontaneamente 

formam nanoemulsões do tipo óleo em água ao entrar em contato com os fluidos 

do TGI, melhorando a biodisponibilidade do fármaco (Shakeel et al, 2013). Os 

agentes tensoativos são utilizados, em geral, em formas farmacêuticas 

autoemulsionáveis em altas concentrações (30-60%) para melhorar a 

biodisponibilidade de fármacos que têm baixa solubilidade em água, os quais 

podem exibir toxicidade. Os tensoativos podem influenciar a permeabilidade do 

fármaco através da solubilização micelar do fármaco, fluidização e 

permeabilização da membrana celular (Fischer et al., 2011) e inibição dos 

transportadores de efluxo, entre eles, glicoproteína P (PgP) (Silva et al., 2015). 

Por outro lado, os tensoativos podem causar irritações locais, danos na 

membrana e, eventualmente, a morte celular. Assim, estudos de citotoxicidade 

in vitro são importantes para a avaliação da toxicidade destes excipientes, 

auxiliando a escolha de ingredientes em quantidades seguras durante o 

desenvolvimento de novas formulações (Menard et al., 2011).  

A segurança do sistema nanoestruturado utilizado deve ser avaliado 

quanto a sua toxicidade, buscando otimizar os testes in vitro para desenvolver 
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um sistema de entrega de fármaco o mais próximo possível do ideal. Em relação 

aos nanocarreadores, conforme o mecanismo de entrada na célula, pode-se 

observar danos nas membranas por vários processos (Figura 3), tornando 

relevante o estudo de citotoxicidade (Elsaesser & Howard, 2012).  

  

Figura 3: Toxicologia de nanopartículas: conforme o destino intracelular, nanopartículas podem 

causar danos às diferentes organelas celulares. Traduzido de: (Elsaesser & Howard, 2012). 

 Um dos maiores desafios enfrentados na busca por novos tratamentos é 

o fracasso de uma formulação promissora devido aos efeitos adversos 

imprevistos descobertos durante estudos pré-clínicos. Assim, o estabelecimento 

de um modelo in vitro capaz de gerar um conjunto de dados que seja capaz de 

prever, com alguma precisão, os efeitos adversos in vivo, iria permitir que 

compostos com perfis de alto risco fossem descartados, enquanto que aqueles 

que possuem atributos necessários de fármacos e um perfil de menor risco 

seriam priorizados. Os ensaios de citotoxicidade in vitro têm sido utilizados 

durante décadas como uma ferramenta para entender as questões relacionadas 

aos mecanismos de toxicidade. No entanto, quando utilizado em um estudo 

prospectivo eles não têm sido altamente preditivos de toxicidade in vivo. De 
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modo a ser útil, os modelos de triagem de toxicidade in vitro devem ser bem 

caracterizados e preditivos de efeitos in vivo.  Adicionalmente, o sistema deve 

ter a capacidade para testar um grande número de moléculas num curto período 

de tempo com a utilização de uma quantidade mínima de composto. Neste 

contexto, os ensaios de toxicidade in vitro baseados em cultivo de células 

primárias ou linhagens, podem ser utilizados para avaliar rapidamente questões 

potenciais de segurança relacionados aos diferentes componentes associados 

a uma nova formulação farmacêutica, sendo que esta informação poderia ser 

usada em um sistema interativo de maneira que a formulação avaliada possa ser 

modificada, de acordo com a toxicidade de seus componentes. Assim, a 

preparação modificada poderia ser rapidamente testada novamente quanto à 

sua toxicidade (Gruber & Hartung, 2004). 

Os modelos celulares podem ser preditores de toxicidade para 

determinados órgãos vitais, como o fígado, importante na metabolização de 

fármacos, a exemplo do emprego da linhagem de células hepáticas (Hep G2), 

devido a presença de enzimas que mimetizam o metabolismo no fígado (Choi et 

al, 2015), e em células cardíacas, por exemplo as derivadas de miócitos 

cardíacos (linhagem de células H9c2), que já mostrou ser um modelo in vitro 

adequado para estudo de fármacos sobre parasitos intracelulares, tais como o 

T. cruzi (De Castro & Meirelles, 1986). Pode-se, então, testar a toxicidade sobre 

a célula hospedeira e sobre os parasitos intracelulares. 

Neste contexto, este estudo foi designado para avaliar a toxicidade in vitro 

de sistemas autonanoemulsionáveis (SNEDDS) contendo os fármacos 

benznidazol, nifurtimox e ravuconazol, bem como de cada um dos excipientes 

nas respectivas formulações. Adicionalmente, foi avaliada a atividade anti-T. 

cruzi das preparações farmacêuticas contendo fármacos nifurtimox e 

ravuconazol em relação aos fármacos livres em células H9c2, infectadas pelo T. 

cruzi.  
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2 – JUSTIFICATIVA 

 

Neste estudo foi realizada a otimização de um método para a avaliação 

da toxicidade e da atividade in vitro de diferentes SNEDDS e seus excipientes. 

Este método buscou selecionar as preparações menos tóxicas e, portanto, mais 

seguras para veiculação de fármacos (neste estudo, o benznidazol, o nifurtimox 

e o ravuconazol). Pela análise da toxicidade dos excipientes utilizados na 

formulação pode-se alterar a composição destes, melhorando o perfil de 

toxicidade das formulações antes de testá-las in vivo. Após a avaliação da 

citotoxicidade, foi realizada a avaliação da atividade anti-T. cruzi in vitro dos 

SNEDDS contendo os fármacos nifurtimox e ravuconazol, comparativamente ao 

fármaco livre, com o objetivo de verificar se a nova formulação aumentaria a 

atividade tripanocida do composto avaliado, visando testar no modelo animal 

apenas formulações com atividade anti- T. cruzi que não apresentaram 

toxicidade in vitro nas doses efetivas. 
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3 - OBJETIVOS 

 

3.1- OBJETIVO GERAL 

Avaliar a citotoxicidade in vitro de SNEDDS contendo fármacos anti -

Trypanosoma cruzi (benznidazol, nifurtimox e ravuconazol), em linhagens de 

células H9c2 e Hep G2; e avaliar a atividade in vitro dos fármacos (nifurtimox e 

ravuconazol) associados às formulações desenvolvidas em linhagem de células 

H9c2 infectados pela cepa Y e Colombiana do Trypanosoma cruzi. 

 

3.2- OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Preparar os SNEDDS veiculando o benznidazol, o nifurtimox ou o 

ravuconazol; 

• Caracterizar os SNEDDS quanto ao tamanho, índice de polidispersão e 

potencial zeta; 

• Avaliar a citotoxicidade dos fármacos livres (benznidazol, nifurtimox e 

ravuconazol), dos SNEDDS e de diversos excipientes farmacêuticos 

utilizados no preparo dos SNEDDS in vitro, em linhagens celulares H9c2 

e Hep G2; 

• Avaliar a atividade anti T. cruzi dessas novas formulações na infecção in 

vitro em células H9c2 infectadas pelas cepas Y e Colombiana. 
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4 - MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1- MATERIAIS 

Fármacos e reagentes: 

• Nifurtimox (Nfx): (RS)-3-methyl-N-[(1E)-(5-nitro-2-furyl)methylene] 

thiomorpholin-4-amine 1,1-dioxide (Lampit®, Bayer, Estados Unidos); 

• Ravuconazol (Rv): ([R-(R*,R*)]-4-[2-[2-(2,4-difluorophenyil)-2hydroxy-1-

metlyl-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propyl]-4thiazolyl]benzonitrile) (Eisai, 

Japão);  

• Benznidazol (Bz): 2-nitro-imidazol-(N-benzil-2-nitro-1imidazolacetamida) 

(Lafepe, Brasil); 

• Rezasurina (Sigma, Estados Unidos); 

• PBS (Tampão Fosfato: Fosfato Dissódico Anidro) (Synth, Brasil); 

• Fosfato de Potássio Monobásico (Synth, Brasil);  

• Cloreto de Sódio (Synth, Brasil); 

• Triglicerídeo Caprílico (Miglyol® 812N, Sasol, África do Sul); 

• Fosfatidilcolina (Epikuron® 170, Lucas Meyer, França);   

• Fosfatidilcolina (Lipoid® S75, Lipoid GmbH, Alemanha);  

• PEG-8 cáprico/caprílico glicerídeo LAS® (Labrasol, Brasquim, Brasil); 

• CapryolTM 90 (Gatefossé, França); 

• N,N-Dimetil Acetamida (DMA) (Vetec®, Brasil); 

• Polissorbato 80 (Tween 80, Synth, Brasil); 

• Etanol P.A. (Vetec®, Brasil); 

• Dimetil Sulfóxido (DMSO) (Sigma, Estados Unidos); 

• Glicerina (Merck, Alemanha); 

• Soro Fetal Bovino (SFB) (Cripion Biotecnologia Ltda, Brasil);  

• Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Sigma, Estados Unidos); 

•  Estreptomicina-penicilina (Sigma, Estados Unidos); 

•  Glutamina (Sigma, Estados Unidos);  

• Bicarbonato de Sódio (Synth, Brasil);  

• Hepes (Sigma, Estados Unidos);  

• Tripsina extraída de pâncreas suíno (Sigma, Estados Unidos);  

• Ácido Etilenodiaminotetraacético (EDTA) (Merk, Alemanha);  
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• Metanol (Synth, Brasil);  

• Giemsa (RenilLab, Brasil);  

• Entellan Novo (Merck, Alemanha);  

• Azul de Tripan (Sigma, Estados Unidos);  

• Água ultrapurificada (Sistema de Ultrapurificação de Água Millipore, 

Brasil). 

 

4.2- PREPARAÇÃO DE SNEDDS 

  As formulações SNEDDS utilizadas neste estudo foram previamente 

desenvolvidas por Oliveira (2014), para o benznidazol, e para o ravuconazol e 

para o nifurtimox, os dados não foram publicados. A composição de todas as 

formulações testadas está descrita nas tabelas 1 e 2. Assim, as concentrações 

finais de fármaco em cada SNEDDS foram 8,5mg/mL de nifurtimox no SNEDDS 

Nfx 1, 6mg/mL no SNEDDS Nfx 2, 5mg/mL de benznidazol no SNEDDS Bz 3 e 

1mg/mL de ravuconazol no SNEDDS Rv 4.  

Tabela 1 - Composição dos SNEDDS Nifurtimox  

SNEDDS Nfx 1 Nfx 2 

Nifurtimox 8,5mg/mL 6,0mg/mL 

Dimetilacetamida 10% 12% 

Tween 80 15%  ------ 

Labrasol  ------ 15% 

Lipoid S75 20% 18% 

Capryol 90 55% 55% 

 

Tabela 2 - Composição do SNEDDS Benznidazol e do SNEDDS Ravuconazol 

SNEDDS Bz 3 Rv 4 

Fármaco 5,0mg/mL 1,0mg/mL 

Etanol ------ 5% 

Tween 80 25% ------ 

Labrasol ------ 10% 

Epikuron 170 5% 15% 

Miglyol 812N 70% 70% 
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O SNEDDS Nfx 1 foi preparado pela solubilização do fármaco nifurtimox 

(8,5mg/mL) no co-solvente DMA (10% v/v) e no surfactante Tween (15% v/v), a 

fosfatidilcolona (20% p/v de Lipoid S75) foi previamente solubilizada em 

CapryolTM 90 (55%, v/v) a 37º C. Após a completa solubilização, todos os 

excipientes foram misturados, sob aquecimento brando e agitação magnética 

leve, obtendo-se uma solução oleosa límpida. 

Para o preparo de SNEDDS Nfx 2, o fármaco nifurtimox (6mg/mL) foi 

solubilizado no co-solvente DMA (12% v/v) e no surfactante Labrasol (LAS) (15% 

v/v), a fosfatidilcolina (18% p/v de Lipoid S75) foi previamente solubilizada em 

CapryolTM 90 (55%, v/v) a 37º C. Após a solubilização dos excipientes, estes 

foram misturados, sob aquecimento brando e agitação magnética leve até 

obtenção de uma solução oleosa límpida. 

As formulações de SNEDDS Bz 3 foram preparadas por dissolução de 

benznidazol (5 mg/mL) na mistura de Tween 80 (25% v/v), Miglyol 812N (70% 

v/v) e Epikuron 170 (5% v/v) a 25°C. A mistura final foi agitada em vórtex até a 

obtenção de uma solução límpida (Oliveira, 2014).  

 No preparo da formulação de SNEDDS Rv 4, o fármaco ravuconazol 

(1mg/mL) foi dissolvido em etanol (5% v/v) e no surfactante Labrasol (LAS) (10% 

v/v), a fosfatidilcolina (15% p/v de Epikuron 170) foi previamente solubilizada no 

Miglyol 812N (70% v/v). Aguardou-se a homogeneização do pré-concentrado 

lipídico, em banho-maria, sob aquecimento brando e agitação magnética leve, 

até a obtenção de uma solução límpida (Spósito, 2014).   

Todas as formulações foram examinadas quanto a sinais de turvação, 

precipitação ou separação de fases durante 30 dias. 

 

4.3- CARACTERIZAÇÃO DOS SNEDDS 

As formulações foram previamente emulsionadas em água na proporção 

de 1: 10.000 partes de água ultrapurificada. As análises do tamanho médio das 

nanoemulsões formadas e o índice de polidispersão foram determinadas por 

espectroscopia de correlação de fótons, utilizando o equipamento Zetasizer 

Nano (Series Nano-ZS, Malvern, Alemanha). O potencial zeta (análise da carga 

da superfície da partícula) foi determinado no mesmo aparelho usando a técnica 

de microeletroforese acoplada à Anemometria do Laser Doppler (ALD), 
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conforme metodologia previamente descrita (Mosqueira et al., 2006). Todas as 

análises foram realizadas em triplicata. Foi realizada a medida do tamanho das 

gotículas, índice de polidispersão e potencial zeta para acompanhamento da 

estabilidade das formulações. 

 

4.4-CULTIVO CELULAR 

Foram utilizadas as linhagens celulares H9c2, Vero e Hep G2. A linhagem 

celular H9c2 é proveniente de células cardíacas de ratos neonatos (mioblastos 

H9c2(2-1) (American Type Culture Collection: ATCC® CRL-1446™). As células 

Vero são uma linhagem celular proveniente de células de rim de macaco (Vero 

ATCC® CCL81™) e a Hep G2 é uma linhagem celular de carcinoma de 

hepatócitos humanos (Banco de Células BCRJ (ATCC® HB-8065™). As culturas 

foram mantidas em meio DMEM suplementado com 1% de glutamina 2mM e 

10.000UI/mL de Penicilina e 10mg/ml de estreptomicina, 10% de SFB para 

células H9c2 e Hep G2 ou 1% de SFB para células Vero, utilizando garrafas de 

cultura de 25 cm2 e incubadas a 37oC em atmosfera a 5% de CO2. A viabilidade 

das células foi averiguada ao microscópio ótico incubando 20 µL de pool de 

célula (H9c2, Hep G2 ou Vero) com 20 µL de corante Azul de Tripan. As células 

transparentes sinalizam a integridade da membrana celular, sendo células 

viáveis para cultivo e para utilização nos experimentos. As células coradas de 

azul sinalizam degradação da membrana e incorporação do corante ao 

citoplasma, sendo inviáveis para cultivo e para utilização nos experimentos. 

 

4.5- AVALIAÇÃO DE CITOTOXICIDADE CELULAR  

Para avaliar o efeito citotóxico dos fármacos livres (benznidazol, nifurtimox 

e ravuconazol) e veiculados nas formulações, células (H9c2 e Hep G2), não 

infectadas, foram incubadas com os fármacos livres, SNEDDS com e sem 

fármaco e seus respectivos excipientes. Para o estudo de citotoxicidade, 1x103 

células/poço de H9c2 e 5x103 células/poço de Hep G2 foram plaqueadas em 

placa de 96 poços em meio DMEM 10% SFB, incubadas a 37oC, em atmosfera 

a 5% CO2, por 24 horas, para adesão celular. O meio foi trocado por meio 

contendo as formulações com e sem fármacos e seus excipientes. Os valores 

utilizados para o ensaio de citotoxicidade para as concentrações mais altas 
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testadas dos SNEDDS Nfx 2 e SNEDDS Rv 4 estão descritos na Tabela 4 e 

diluições seriadas foram preparadas a partir de cada uma delas. 

 

Tabela 3- Quantidade (%) dos excipientes usada para teste de citotoxicidade 

EXCIPIENTES QUANTIDADE 

SNEDDS Nfx 1 6,9 µL em 1000uLde solução = 0,69% v/v 

SNEDDS Bz 3 10,41 µL em 1000uLde solução = 1,041% v/v 

SNEDDS Nfx 2 9,6 µL em 1000uLde solução = 0,96% v/v 

SNEDDS 2* 9,6 µL em 1000uLde solução = 0,96% v/v  

SNEDDS Rv 4 1 µL em 1000mL solução  8,75 µL em 1000mL solução 

= 0,000875% v/v    

SNEDDS 4 1 µL em 1000mL solução  8,75 µL em 1000mL solução    

= 0,000875% v/v 

Miglyol 812N 7,29 µL em 1000mL solução (SNEDDS Benznidazol) = 

0,729% v/v 

1 µL em 1000mL solução  6,13 µL em 1000mL solução 

(SNEDDS Ravuconazol) = 0,000613% v/v 

Capryol 90 3,795 µL em 1000mL solução (SNEDDS Nifurtimox 1) = 

0,03795% v/v 

5,26 µL em 1000mL solução (SNEDDS Nifurtimox 2) = 

0,526%v/v  

Lipoid S75 460 µL (3mg/mL) em 1000 µL solução = 1,38g  

= 0,138% p/v (SNEDDS Nifurtimox 1) 

920 µL (3mg/mL) em 1000 µL solução = 2,76g  

= 0,276%p/v (SNEDDS Nifurtimox 2) 

Epikuron 170# 260,5 µL solução 2mg/mL em 1000 µL de solução 

(SNEDDS Benznidazol) = 0,521g = 0,0521%p/v 

1,31 µL solução 1mg/mL em 1000 µL solução  

(SNEDDS Ravuconazol) = 0,00131%  

Tween 80 1,04 µL em 1000 µL solução (SNEDDS Nifurtimox 1) = 

0,104% v/v 
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2,6 µL em 1000 µL solução (SNEDDS Benznidazol) = 

0,26% v/v 

Labrasol (LAS) 1,04 µL em 1000 µL solução (SNEDDS Nifurtimox 2) = 

0,104% v/v 

1 µLem 1000 µL solução 0,875 µL em 1000 µL solução 

= 0,0000875% v/v (SNEDDS Ravuconazol) 

Dimetil Acetamida 

 

0,69 µL em 1000 µL de solução (SNEDDS Nifurtimox 1) = 

0,069% v/v 

1,15 µL em 1000 µL de solução (SNEDDS Nifurtimox 2) = 

0,115%v/v 

Etanol 1 µL em 1000 µL solução  0,43 µL em 1000uL = 

0,0000043% v/v 

*SNEDDS sem fármaco referente à formulação SNEDDS Nfx 2. 

 

As placas foram incubadas a 37oC, em atmosfera a 5% CO2, por 72 horas. 

Após 72 horas de incubação, a viabilidade celular foi avaliada. Assim, adicionou-

se 20µL de resazurina 1mM em cada poço, as placas foram mantidas a 37oC, 

em atmosfera a 5% CO2, por 4 horas (para células H9c2) e 8 horas (para células 

Hep G2). Então, realizou-se a leitura das placas em espectrofotômetro 

(Biochrom Anthos 2010, Estados Unidos) a 570 e 600 nm (Figura 4). 
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   1               2                                                         

    3                 4 

Figura 4: – Etapas do ensaio de citotoxicidade: 1- Plaqueamento em placa de 96 poços; 2- 
Tratamento após 24 horas de adesão celular com SNEDDS com e sem fármacos e seus 
excipientes; 3- Adição de resazurina após 72h de tratamento no dia da leitura; 4- Leitura em 
espectrofotômetro a 570 e 600 nm. 
 

Para medida do efeito de citotoxicidade celular foi utilizado o sal dissódico 

da resazurina, também conhecido como Alamar Blue, utilizado como indicador 

da proliferação celular através de reação colorimétrica, que se baseia na redução 

química do reagente devido à atividade metabólica das células. Através de 

reações de oxi-redução, o corante passa da cor azul (forma oxidada e não 

fluorescente) para rosa (forma reduzida, fluorescente), e esta mudança de cor 

pode ser medida pela leitura colorimétrica ou fluorimétrica (Figura 5). A 

biorredução converte o composto azul (600nm) em rosa fluorescente (570nm) 

(Fields & Lancaster, 1993). 
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Figura 5: Redução do corante indicador de proliferação celular resazurina a resorufina, através 

da metabolização celular, indicando que as células viáveis conseguem metabolizar o sal. 

 

Como as duas formas do corante (oxidada ou reduzida) absorvem luz em 

comprimentos de onda diferentes, as leituras de absorbância foram feitas a 570 

e 600 nm em leitor de microplacas. A porcentagem de redução do corante, em 

cada tempo, foi calculada de acordo com a fórmula abaixo: 

             Redução da resazurina = [A570 –(A600 X R0)]  

Nessa fórmula, A570= absorbância a 570nm, A600= absorbância a 600nm 

e R0 é o fator de correção, calculado a partir dos valores de absorbância do 

controle negativo (C), que contém DMEM e resazurina na ausência de células 

[R0 = (A570C /A600C)] (Diniz, 2013).  

Para se determinar a citotoxicidade dos diversos fármacos e excipientes 

foram realizadas diluições seriadas dos mesmos. Desta forma, foram testadas 

as concentrações 200 µM, 100 µM, 50 µM, 25 µM, 12,5 µM e 6,25 µM para 

benznidazol e nifurtimox, e 20 nM, 10 nM, 5 nM, 2,5 nM, 1,25 nM e 0,625 nM 

para ravuconazol. Foram realizados os controles negativos (meio DMEM10% 

mais resazurina 1mM, meio DMEM10% e meio DMEM10% mais fármaco ou 

DMSO) e controles positivos (meio DMEM10% mais células).  

A fim de avaliar a eficácia do método em detectar a morte celular, foram 

utilizadas concentrações decrescentes de DMSO partindo de 20% (v/v), que são 

sabidamente tóxicas para as células (de 10% a 40%). A porcentagem de inibição 

da proliferação induzida pelos compostos foi calculada utilizando-se a fórmula 

abaixo: 



36 

 

  

   % inibição = 100 – [A570-(A600xR0) Tratado / A570-(A600xR0) Controle+] x100 

Para o cálculo da viabilidade celular, utilizou-se a seguinte fórmula: 

   % Viabilidade = 100 - (100 – [A570-(A600xR0) Tratado / A570-(A600xR0) Controle+] 

x100) 

Nessa fórmula, A570= Absorbância a 570nm, A600= Absorbância a 600nm, 

Controle + é o poço contendo células, meio DMEM10% e resazurina, na 

ausência do fármaco. R0 é o fator de correção, calculado a partir dos valores de 

absorbância do controle negativo (C-), ou seja, apenas meio de cultura e 

resazurina na ausência de células [R0 = (A570 /A600)C-]. 

 

4.6 – INFECÇÃO CELULAR COM FORMAS TRIPOMASTIGOTAS 

4.6.1- Obtenção de formas tripomastigotas de cultura celular  

As formas tripomastigotas da cepa Y utilizadas para infectar a linhagem 

celular H9c2 foram obtidas a partir do sobrenadante de cultura de células Vero. 

Para isso, células Vero cultivadas em meio DMEM suplementado com 1% de 

SFB, em garrafas de cultura de 75 cm2 foram infectadas com tripomastigotas 

sanguíneos. Os tripomastigotas foram obtidos de camundongos infectados pela 

cepa Y, no pico de parasitemia (8o dia de infecção). Após 24 horas de incubação 

a 37ºC, 5% CO2, o meio de cultura foi removido e os parasitos não internalizados 

foram retirados através de sucessivas lavagens com PBS estéril, pH 7,2 e 

adicionado novo meio de cultura à garrafa. As células foram novamente 

incubadas a 33ºC por 72 a 96 horas, quando o sobrenadante foi coletado e 

centrifugado, a 600rpm, 24ºC, por 2 minutos, para remoção dos debris celulares. 

Posteriormente, o sobrenadante, rico em parasitos, foi centrifugado a 3000 rpm, 

4ºC, 10 minutos e o sedimento foi ressuspendido em meio de cultura para 

posterior utilização nos experimentos. Apenas parasitos recém-liberados das 

células foram utilizados nos experimentos (Diniz, 2013). 

 

4.6.2- Cultivo das formas epimastigotas  

As formas epimastigotas da cepa Colombiana foram cultivadas de forma 

axênica, utilizando meio Liver Infusion Triptose (LIT), suplementado com 10% de 

Soro Fetal Bovino (SFB), mantidas em estufa BOD, a 28ºC. Para o crescimento 
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exponencial, foi adicionado o meio LIT, a cada 2 dias, à cultura, a qual foi 

submetida a um repique semanal, até a obtenção de cinco mililitros (5 mL) de 

cultura rica em parasitos. 

 

4.6.2.1- Obtenção de formas tripomastigotas metacíclicas  

As formas tripomastigotas metacíclicas da cepa Colombiana foram 

obtidas a partir de formas epimastigotas mantidas em meio LIT. Foram 

adicionados 5mL de cultura, em fase exponencial, a 15 mL de meio Grace’s 

Insect Medium, Sigma (GRACE), pH 7,0. Essa suspensão de parasitos foi 

mantida em garrafa de cultura (75 cm2), a 28ºC, por 12 dias. Após esse período, 

o sobrenadante foi coletado e centrifugado a 3000rpm, 4ºC, por 15 minutos. 

Determinou-se o número de parasitos através de contagem em câmara de 

Neubauer; e a percentagem de formas metacíclicas foi avaliada após confecção 

de um esfregaço da cultura, fixado com metanol por 5 minutos e corado pelo 

Giemsa (10% em água destilada) por 10 minutos. No mínimo, 200 parasitos 

foram contados em cada lâmina. Nessas condições, em geral, observou-se 

cerca de 65% de metaciclogênese (Diniz, 2013). 

 

4.7- AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTI-T. cruzi DOS SNEDDS CONTENDO O 

FÁRMACO NIFURTIMOX E RAVUCONAZOL in vitro 

4.7.1- Padronização da proporção de parasitos por célula para a cepa Y 

Várias proporções de parasitos por célula (10:1, 15:1, 20:1) foram 

testadas em células H9c2 com tripomastigostas obtidos de sangue a fresco e 

após congelamento em nitrogênio líquido (em meio DMEM 10% com 10% de 

glicerina) para a cepa Y do T. cruzi.  

A avaliação do efeito do tratamento com nifurtimox e ravuconazol, livres 

ou em SNEDDS, sobre as formas amastigotas das cepas Y e Colombiana foi 

realizada utilizando células H9c2 como hospedeiras, em um ensaio padrão de 

72 horas.  

Plaqueou-se 10x103células/poço na concentração de 20x103 células /mL, 

em placas de 24 poços. Após 24 horas de incubação a 37ºC, a 5% CO2, formas 

tripomastigotas foram utilizadas para infecção em uma razão de 15:1 parasitos 

por célula, para os experimentos com a cepa Y, conforme a padronização da 
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infecção (entre 30-60%). Para a cepa Colombiana, a proporção de infecção foi 

30:1 parasitos por célula (Diniz, 2013). Após 24 horas de interação, o 

sobrenadante foi removido e cada poço foi lavado, no mínimo três vezes, com 

PBS pH 7,2 estéril, a fim de remover os parasitos não internalizados. As 

diferentes formulações dos fármacos foram adicionadas em meio de cultura 

fresco em concentrações distintas para cada fármaco (10 µM, 5 µM, 2,5 µM, 1,25 

µM, 0,62 µM e 0,31µM para nifurtimox; e 2 nM, 1 nM, 0,5 nM, 0,25 nM, 0,125 nM 

e 0,062 nM para ravuconazol). As células foram novamente incubadas por 72h, 

a 37ºC, a 5% CO2.  

 Em todos os experimentos foram feitos controles com células infectadas 

e não tratadas. As lamínulas contendo as células foram fixadas com metanol por 

10 minutos e coradas pela solução de Giemsa (10% em água destilada) por 10 

minutos. Depois de coradas as lâminas foram lavadas com água destilada para 

retirar o excesso de corante. Após secagem das lamínulas e montagem em 

lâmina com Entellan Novo (Merck), foi determinado o número de células 

infectadas contando-se no mínimo 200 células ao microscópio ótico (aumento de 

1000x). Apenas as formas do parasito com morfologia característica foram 

consideradas na avaliação da infecção.  

O percentual de infecção observado nos poços tratados foi utilizado para 

calcular o percentual de redução do número de células infectadas com relação 

àqueles infectados e não tratados. Esse percentual de inibição foi, então, 

utilizado para a construção de curvas de dose-efeito e cálculo da IC-50 com 

auxílio do software CalcuSyn. Todos os experimentos com amastigotas foram 

realizados em duplicatas, em, no mínimo, duas repetições.  

  

4.8 – ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Todas as análises estatísticas foram realizadas usando o software Prisma 

versão 6.0. Os testes celulares foram comparados usando o teste Anova Two-

way e pós teste Tukey. O tamanho, o índice de polidispersão e a estimativa do 

potencial de superfície (zeta) dos SNEDDS foram comparados usando o teste t 

de student. Os valores foram expressos usando a média + o desvio padrão. As 

diferenças foram consideradas significativas quando p<0,05. 
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5 – RESULTADOS E DISCUSSÃO  

Formulações farmacêuticas SNEDDS, para uso oral, contendo fármacos 

anti-T. cruzi foram preparadas e avaliadas quanto à toxicidade e à atividade in 

vitro. Para isto, a toxicidade dos excipientes usados no preparo dos diversos 

SNEDDS foi avaliada em células H9c2 e Hep G2. Os fármacos, nifurtimox e 

ravuconazol, foram carreados nos SNEDDS e a atividade de cada formulação 

foi comparada ao respectivo fármaco livre em solução. 

O SNEDDS Nfx 1 apresentou glóbulos com tamanho médio de 384,3 nm, 

índice de polidispersão de 0,48 e potencial zeta igual a -42 mV.  

As características físico-químicas das formulações de SNEDDS Nfx 2, 

SNEDDS 2, SNEDDS Bz 3, SNEDDS 3, SNEDDS Rv 4 e SNEDDS 4 após 

diluição em água são apresentadas na Tabela 4.  

Tabela  4 - Caracterização físico-química dos glóbulos gerados pela dispersão 

dos SNEDDS em água (diluição 1: 10.000). 

Formulação Concentração 

(mg/mL) 

Tamanho 

médio dos 

glóbulos* 

(nm) 

Índice de 

polidispersão  

(IPD) 

Potencial 

zeta * 

(mV) 

Nifurtimox     

SNEDDS 2  0  582 ± 95 0,637 ± 0,066 -43,2 ± 3,4 

SNEDDS Nfx 2 6 565 ± 92 0,617 ± 0,065 -43,7 ± 3,9 

Benznidazol     

SNEDDS 3 0 220 + 17   0,25 + 0,09 -41,3 + 2,1 

SNEDDS Bz 3 5 214 + 7,7   0,19 + 0,06   -57 + 2,8 

Ravuconazol     

SNEDDS 4  0 221 ± 42 0,378 ± 0,014 -41,8 ± 2,0 

SNEDDS Rv 4 1 211 ± 17 0,404 ± 0,060 -39,0 ± 2,8 

     

*As amostras foram diluídas 1:10.000 em água ultrapurificada a 37oC para determinação do 

tamanho e do potencial zeta.  
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As formulações autoemusionáveis carreando o benznidazol (SNEDDS Bz 

3) foram previamente desenvolvidas e caracterizadas (Oliveira, 2014), 

apresentando tamanho de 220 + 17,0 nm, índice de polidispersão de 0,190 + 

0,06 e potencial zeta igual a -57 + 2,8mV, para a formulação com fármaco 

(SNEDDS Bz 3); e com tamanho de 214 + 7,7nm, índice de polidispresão de 

0,25 + 0,09 e potencial zeta igual a -41,3 + 2,1 mV, para a formulação branca 

(SNEDDS 3). Os resultados indicam que o grupo nitro do benznidazol encontra-

se provavelmente direcionado para a superfície dos glóbulos e isto contribui para 

o aumento das cargas negativas na superfície, diminuindo o potencial zeta da 

formulação com fármaco. As cargas negativas presentes na formulação branca 

podem ser atribuídas ao ácido fosfatídico presente no Epikuron 170, uma lecitina 

de soja contendo 70% de fosfatidilcolina (Pereira et al, 2008). Não houve 

alteração significativa no tamanho dos glóbulos após incorporação do fármaco 

no SNEDDS. O índice de polidispersão observado para as formulações com e 

sem fármaco (0,19 +0,06 e 0,25 +0,09) indicam formação de glóbulos 

monodispersos (IP<0,3). 

Observa-se na Tabela 4 que o SNEDDS 2 apresentou tamanho médio de 

582 ± 95 nm e o índice de polidispersão igual a 0,637 ± 0,060. O SNEDDS Nfx 

2 apresentou um tamanho igual a 565 ± 92 nm, com índices de polidispersão 

igual a 0,617 ± 0,045, sendo estes índices característicos de sistemas 

polidispersos (IPD>0,3). No entanto, como a formulação é para administração 

oral, o índice de polidispersão alto, que indica que a formulação é polidispersa, 

não é fator limitante para sua utilização.  Não houve variação significativa do 

tamanho médio e do índice de polidispersão dos glóbulos (P<0,05) após 

incorporação do nifurtimox na formulação. O potencial zeta dos glóbulos das 

nanoemulsões formadas tanto para o SNEDDS 2 quanto para o SNEDDS Nfx 2 

foi -43 mV. Estes resultados mostram que as duas formulações apresentam 

carga superficial similar, indicando que o nifurtimox está solubilizado no núcleo 

oleoso do glóbulo. As cargas negativas na superfície dos glóbulos podem ser 

atribuídas à presença de ácido fosfatídico no Lipoid S75, similarmente ao 

Epikuron 170 (Pereira et al, 2008), que consiste de 75% de fosfatidilcolina, 
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As nanoemulsões finais resultantes da autonanoemulsificação do 

SNEDDS Rv 4 e SNEDDS 4 apresentaram diâmetro médio dos glóbulos iguais 

a 211 ± 17 e 221 ± 42 nm, respectivamente. Os valores obtidos para o índice de 

polidispersão foram 0,404 ± 0,060 e 0,378 ± 0,014 para as formulações SNEDDS 

Rv 4 e SNEDDS 4, respectivamente. Obteve-se valores de potencial zeta iguais 

a -39,0 ± 2,8 mV e -41,8 ± 2,0 mV, para as formulações, com fármaco e branca, 

respectivamente. Valores de potencial zeta negativos são favoráveis à 

manutenção da estabilidade físico-química após autonanoemulsificação. 

Os resultados obtidos para a carga superficial das formulações mostram 

que os fármacos benznidazol, nifurtimox, e ravuconazol apresentam valores 

negativos em torno de -40mV, dentro da faixa de estabilidade, que são valores 

menores que -30mV ou maiores que +30mV. Estas cargas promovem repulsão 

eletrostática, as quais impedem que as gotículas formadas se agreguem e 

coalesçam, mantendo a estabilidade do sistema (Hunter, 1988). 

Comparando-se os tamanhos e índices de polidispersão dos SNEDDS 

contendo Nifurtimox (SNEDDS Nfx 1 e SNEDDS Nfx 2) nota-se que o SNEDDS 

Nfx 1 apresentou menor tamanho de glóbulo (348 nm) e índice de polidispersão 

(0,48) em relação ao SNEDDS Nfx 2 (565nm) (IPD=0,617). Em ambas as 

formulações foi usado o Capryol 90TM (55%) como fase oleosa, o DMA como co-

solvente e o Lipoid S75 (fosfatidilcolina) como co-surfactante. Entretanto, no 

SNEDDS Nfx 1 foi usado o Tween 80 como surfactante e no SNEDDS Nfx 2 foi 

usado o Labrasol. A presença do surfactante Tween 80 (EHL=15) na formulação 

SNEDDS Nfx 1 promoveu formação de glóbulos com tamanhos menores e 

menos polidispersos, como já observado por Eid et al (Eid et al, 2012).  

 Para os testes de toxicidade e atividade in vitro, os fármacos benznidazol, 

nifurtimox e ravuconazol foram previamente solubilizados em DMSO e diluídos 

em meio de cultura. Desta forma, foram realizados estudos de toxicidade para 

verificar a citotoxicidade deste solvente, buscando estabelecer as concentrações 

máximas a serem usadas para os testes com os fármacos. O efeito de diferentes 

concentrações de DMSO (20-0,15% v/v) foi avaliado sobre as células H9c2 e 

Hep G2. Considerou-se como citotoxicidade celular a porcentagem de 
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viabilidade inferior a 75%, como preconizado no ISO 10993-5 para testes de 

citotoxicidade in vitro (ISO 10993-5) (Figura 6). 

Observa-se que somente em concentrações inferiores a 0,6% v/v de 

DMSO, em relação ao meio de cultivo, não há redução significativa da viabilidade 

das células H9c2 (viabilidade acima de 75%), sendo estas concentrações 

consideradas para os experimentos posteriores em linhagem de miócitos 

cardíacos H9c2. De modo semelhante em concentrações de 0,15-2,5% v/v de 

DMSO, em relação ao meio de cultivo, há pequena redução da viabilidade das 

células Hep G2, sendo estas concentrações consideradas para os experimentos 

posteriores em linhagem de hepatócitos Hep G2. A linhagem Hep G2 mostrou-

se mais sensível ao DMSO que os cardiomiócitos H9c2 nas concentrações de 

5%, 10% e 20% v/v de solvente, apresentando diferença significativa entre as 

porcentagens de viabilidade dos dois tipos celulares nestas concentrações 

(Figura 6). 
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Figura 6: Redução da resazurina, expressa em porcentagem de viabilidade celular, por células 

H9c2 e Hep G2, tratadas com diferentes concentrações de Dimetil Sulfóxido. * Diferença 

significativa entre as porcentagens de viabilidade para células H9c2 e Hep G2. P<0,01. Teste t 

de Student. Estes resultados representam a média de 2 experimentos independentes em 

triplicata.  
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Estudos anteriores demonstraram que o DMSO é citotóxico em 

concentrações acima de 10%, deve-se usá-lo nesta concentração, portanto, 

apenas minutos antes de se proceder o congelamento celular (Massumoto et al, 

2000; Picoli et al, 2012). Utilizou-se 0,1% de DMSO para solubilizar o 

ravuconazol e 0,4% para a solubilização do nifurtimox e do benznidazol. 

Segundo os resultados apresentados, em concentrações abaixo de 0,62% v/v, o 

DMSO não alterou a viabilidade das células H9c2 e Hep G2, sendo as 

concentrações utilizadas nos experimentos consideradas seguras (Figura 6). 

Buscando selecionar formulações menos tóxicas para células de 

mamíferos, as culturas foram tratadas com concentrações do fármaco muito 

superiores (aproximadamente 30 vezes para benznidazol, 100 vezes para 

nifurtimox, e 20 vezes para ravuconazol) aos valores de IC-90 desses fármacos 

frente as formas amastigotas do T. cruzi. Os valores utilizados como parâmetro 

para IC90 foram 2,94 µM, para benznidazol (Diniz et al., 2013), 2,5µM, para 

nifurtimox (Neal&Bueren, 1988) e <1nM, para ravuconazol (Urbina et al., 2003). 

Para se determinar a citotoxicidade dos diversos fármacos e excipientes 

foram realizadas diluições seriadas dos mesmos. Assim, foram testadas as 

concentrações 200 µM, 100 µM, 50 µM, 25 µM, 12,5 µM e 6,25 µM para 

nifurtimox, e 100 µM, 50 µM, 25 µM, 12,5 µM e 6,25 µM para benznidazol, bem 

como para seus respectivos SNEDDS (SNEDDS Nfx 1 e 2, SNEDDS Bz 3); e 20 

nM, 10 nM, 5 nM, 2,5 nM, 1,25 nM e 0,625 nM para ravuconazol e SNEDDS Rv 

4. A toxicidade de todos os excipientes usados no preparo das diferentes 

formulações também foi avaliada nas mesmas proporções dos SNEDDS 

testados. 

As quantidades dos SNEDDS e de cada excipiente avaliados no ensaio 

de toxicidade em células H9c2 e Hep G2, em quantidades referentes ao fármaco 

na formulação, estão detalhadas na tabela 3 (Materiais e Métodos). 

 Analisando os gráficos das figuras 7 e 8, pode-se notar a influência dos 

SNEDDS Nfx 1 e SNEDDS Bz 3, bem como de seus respectivos excipientes, na 

redução da viabilidade celular das linhagens Hep G2 e H9c2. 



44 

 

  

 As células Hep G2 foram mais sensíveis aos SNEDDS Nfx 1, aos 

SNEDDS Bz 3 e a seus excipientes em comparação com a linhagem de 

cardiomiócitos H9c2 (Figuras 7 e 8), provavelmente devido à maior expressão 

em células Hep G2 de enzimas hepáticas (Choi et al, 2015) e receptores de LDL, 

o que torna seu metabolismo celular mais ativo em relação à linhagem H9c2 (Ye 

et al, 2016).  

O SNEDDS Bz 3 (Figura 7 A) apresentou redução de 40% na viabilidade 

celular na linhagem de células Hep G2 a partir da concentração de 25 µM 

referente ao fármaco benznidazol; e quando as células foram incubadas com 

Tween 80, a viabilidade celular após o tratamento apresentou redução de 70% 

a partir da concentração referente a 25 µM do benznidazol (0,065% v/v de Tween 

80). Os excipientes Miglyol 812N (0,729 % v/v, 6 diluições 1:2) e Epikuron 170 

(0,0521 % p/v, 6 diluições 1:2) não apresentaram citotoxicidade nas 

concentrações testadas. Da mesma forma, o benznidazol não se mostrou tóxico 

nas concentrações utilizadas para o tratamento das células Hep G2 (100 µM, 6 

diluições 1:2).  

Recentemente, Rigalli et al. (2016) demonstraram que o benznidazol 

aumentou as espécies reativas de oxigênio (ROS) em células Hep G2 após 1-3 

horas de exposição, retornando ao normal após 24 horas. O benznidazol 

aumentou a expressão da proteína associada à resistência multidroga (MRP2) e 

a atividade da glutationa peroxidase, auxiliando na eliminação de peróxido nas 

células e na normalização dos níveis de ROS. Estes dados ajudam a explicar o 

fato de não ter sido observado toxicidade do benznidazol livre em solução, 

mesmo nas concentrações mais altas testadas (100 µM).  

Em relação aos cardiomiócitos H9c2 (Figura 7 B), somente o Tween 80 

mostrou-se tóxico nas concentrações de 0,13-0,26 % v/v, com redução de 40% 

na viabilidade celular. Houve leve redução da viabilidade celular após o 

tratamento com o SNEDDS Bz 3 nas concentrações acima de 50 µM referente 

ao benznidazol, porém mantendo a porcentagem de viabilidade acima de 90%. 

Os surfactantes não iônicos como Tween 80 aumentam o efluxo da PgP presente 

na membrana, o que pode aumentar a absorção celular do benznidazol (Silva et 

al, 2015). Este achado sugere uma explicação para o fato do SNEDDS Bz 3 
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apresentar toxicidade e o benznidazol livre não ser tóxico nas mesmas 

concentrações. 

Considerando que as concentrações testadas de Tween 80 em solução 

foram as mesmas do SNEDDS Bz 3, pode-se observar, de forma interessante, 

que o Tween 80 teve seu efeito tóxico reduzido quando incorporado à 

formulação. Em relação aos excipientes usados no preparo do SNEDDS Bz 3, o 

Tween 80 diminuiu a viabilidade celular tanto das células H9c2 quanto Hep G2.  

O Tween 80 diluído no meio de cultura foi mais tóxico que a formulação SNEDDS 

Bz 3 contendo Tween 80 nas mesmas concentrações testadas, sugerindo que a 

organização dos excipientes em glóbulos de óleo no meio aquoso interfere na 

interação dos mesmos com as células e, consequentemente, em sua toxicidade. 

Como já relatado em outros estudos, a toxicidade do polissorbato 80, devido à 

sua estrutura anfifílica, permite que as partes hidrofílicas e lipofílicas interajam 

com partes da cabeça polar e da cadeia lipofílica da bicamada lipídica das 

células, levando à ruptura da membrana plasmática (Partearroyo et al. 1990; 

Maupas et al. 2011). 

As células Hep G2 foram mais sensíveis aos SNEDDS Bz 3 e ao Tween 

80 do que as células H9c2 (Figura 7).  
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Figura 7: Teste de viabilidade celular em linhagens Hep G2 (A) e H9c2 (B) tratadas com 
diferentes concentrações de benznidazol, da formulação de SNEDDS Bz 3 e de cada excipiente 
usado na formulação do referido SNEDDS. Estes resultados representam a média de dois 
experimentos independentes, realizados em triplicata. Obs.: * diferença entre benznidazol e 
SNEDDS Bz 3; & diferença entre benznidazol e Tween 80; $ diferença entre SNEDDS Bz 3 e 
Tween 80. P<0,001. A viabilidade de 75% está representada como uma linha preta tracejada 
horizontal acima do eixo X. IC 90= 2,94µM para benznidazol está representada pela linha 
vermelha vertical. 
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Em relação às células Hep G2, o SNEDDS Nfx 1 (Figura 8 A) mostrou-se 

tóxico nas concentrações acima de 25 µM referentes ao fármaco nifurtimox. 

Após o tratamento com SNEDDS, a viabilidade observada foi inferior a 20%. Na 

maior concentração testada de Capryol 90 (0,038 % v/v), referente a 100 µM de 

nifurtimox, observou-se redução de 30% na viabilidade. A dimetil acetamida 

(0,069% v/v, 6 diluições 1:2) e nifurtimox (100µM, 6 diluições, 1:2) não reduziram 

a viabilidade celular nas concentrações testadas. 

No que se refere às células H9c2 (Figura 8 B), similarmente, o SNEDDS 

Nfx 1 mostrou-se tóxico nas concentrações acima de 25 µM referentes ao 

fármaco nifurtimox. Após o tratamento com SNEDDS, houve redução de 60% na 

viabilidade celular. Dentre os excipientes utilizados no referido SNEDDS, apenas 

o Capryol 90 reduziu cerca de 35% da viabilidade das células nas concentrações 

acima de 50µM de tratamento (0,019 % v/v).  Os demais excipientes (Lipoid S75, 

DMA e Tween 80) reduziram menos de 25% da viabilidade celular, sendo, 

portanto, não tóxicos nas concentrações avaliadas. 
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Figura 8: Teste de viabilidade celular em linhagens Hep G2 (A) e H9c2 (B) tratadas com 

diferentes concentrações de nifurtimox, da formulação de SNEDDS Nfx 1 e de cada excipiente 
usado na formulação do referido SNEDDS. Estes resultados representam a média de dois 
experimentos independentes, realizados em triplicata. Obs.: * diferença entre nifurtimox e 
SNEDDS Nfx 1; $ diferença entre SNEDDS Nfx 1 e Tween 80; & diferença entre SNEDDS Nfx 1 
e Dimetil Acetamida; # diferença entre SNEDDS Nfx 1 e Lipoid S75; + diferença entre SNEDDS 
Nfx 1 e Capryol 90. P<0,001. A viabilidade de 75% está representada como uma linha preta 
tracejada horizontal acima do eixo X. IC 90= 2,5µM para nifurtimox está representada pela linha 
vermelha vertical. 
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A atividade inibitória dos SNEDDS Nfx 2 e de seus excipientes, na 

proliferação das linhagens celulares de carcinoma epitelial hepático (Hep G2) e 

de cardiomiócitos de ratos (H9c2) indicativa de toxicidade in vitro, estão 

representadas nas Figuras 9 e 10. 

Com relação à linhagem celular Hep G2, até a concentração referente à 

formulação com 50µM de nifurtimox, os excipientes não alteraram 

significativamente a viabilidade das células. Dentre eles, o Capryol 90 (0,526 % 

v/v), constituído de ésteres graxos do ácido cáprico e caprílico de cadeia média, 

mostrou-se o mais tóxico na concentração referente a 200 µM de nifurtimox, 

reduzindo a viabilidade celular em 70%; enquanto o Lipoid S75, rico em 

fosfatidilcolina (75% p/p) foi o menos tóxico, não interferindo na viabilidade. O 

Capryol 90 é usado em altas concentrações nesta formulação (55% v/v), para se 

evitar a precipitação do nifurtimox, pois o Capryol 90 tem a propriedade de 

solubilizar fármacos pouco solúveis em água, tais como o nifurtimox (Shakeel et 

al, 2013). O Labrasol LAS, um tensoativo não-iônico, mostrou-se mais tóxico in 

vitro que o Lipoid S75, reduzindo a viabilidade em mais de 60% na maior 

concentração testada (0,104% v/v) referente a 200µM de nifurtimox.  No entanto, 

nas doses efetivas de tratamento, o Labrasol mostrou-se seguro, como 

verificado em estudo prévio (Ujhelyi et al, 2012). O co-solvente dimetil acetamida, 

usado no preparo do SNEDDS para solubilização do fármaco, mostrou-se pouco 

tóxico nas concentrações testadas in vitro, reduzindo a viabilidade em menos de 

25%.  

No que se refere às células H9c2, os resultados indicam que a formulação 

SNEDDS Nfx 2 (Figura 10) tem uma toxicidade aumentada nessa linhagem 

(Figura 10 A) em relação ao fármaco livre nas concentrações acima de 50µM. 

Dos excipientes utilizados na formulação, o Labrasol mostrou-se o mais tóxico 

(0,14, 0,07 e 0,028% v/v), reduzindo a viabilidade em 70%; seguido de Capryol 

90, que interferiu na viabilidade nas concentrações de tratamento acima de 

100µM referente ao nifurtimox (0,263 e 0,526% v/v). O Lipoid S75 e a dimetil 

acetamida não interferiram de forma significativa na viabilidade celular, com 

valores inferiores a 20% de redução. 
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Figura 9: Teste de viabilidade celular em linhagem Hep G2: (A) -  tratadas com diferentes 
concentrações de nifurtimox, da formulação de SNEDDS Nfx 2 e SNEDDS 2 (sem fármaco) e 
(B) -  SNEDDS 2 e de cada excipiente usado na formulação do referido SNEDDS. Estes 
resultados representam a média de dois experimentos independentes, realizados em triplicata. 
Obs.: (A) * diferença entre nifurtimox e SNEDDS Nfx 2; $ diferença entre nifurtimox e SNEDDS 
2; & diferença entre SNEDDSNfx 2 e SNEDDS 2. (B)  * diferença entre SNEDDS 2 e Lipoid S75; 
$ diferença entre SNEDDS 2 e Dimetil Acetamida; & diferença entre SNEDDS 2 e Labrasol; # 
diferença entre SNEDDS 2 e Capryol 90. P< 0,001. A viabilidade de 75% está representada como 
uma linha preta tracejada horizontal acima do eixo X. IC 90= 2,5µM para nifurtimox está 
representada pela linha vermelha vertical. 
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Figura 10: Teste viabilidade celular em linhagem H9c2: (A) -  tratadas com diferentes 
concentrações de nifurtimox, da formulação de SNEDDS Nfx 2 e SNEDDS 2 (sem fármaco) e 
(B) -   SNEDDS 2 e de cada excipiente usado na formulação do referido SNEDDS. Estes 
resultados representam a média de dois experimentos independentes, realizados em triplicata. 
Obs.: (A) * diferença entre nifurtimox e SNEDDS Nfx 2; $ diferença entre nifurtimox e SNEDDS 
2; & diferença entre SNEDDS Nfx 2 e SNEDDS 2. (B) * diferença entre SNEDDS 2 e Lipoid S75; 
$ diferença entre SNEDDS 2 e Dimetil Acetamida; & diferença entre SNEDDS 2 e Labrasol; # 
diferença entre SNEDDS 2 e Capryol 90. P<0,001. A viabilidade de 75% está representada como 
uma linha preta tracejada horizontal acima do eixo X. IC 90= 2,5µM para nifurtimox está 
representada pela linha vermelha vertical. 
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Comparando-se as Figuras 9 e 10, as células Hep G2 foram menos 

sensíveis às variações de concentração dos excipientes. Entretanto, após a 

incorporação do nifurtimox ao SNEDDS Nfx 2, as formulações se tornaram mais 

citotóxicas que o fármaco livre, o que merece destaque com relação a segurança 

do uso das formulações de SNEDDS Nfx 2. Entretanto, apesar de se conhecer 

a capacidade do nifurtimox em provocar danos celulares (Barrett et al, 2000), e 

a detecção da citotoxicidade do SNEDDS sem fármaco, observada neste estudo, 

é importante ressaltar que as concentrações que foram tóxicas são muito 

maiores do que o IC-90 do nifurtimox (20-100 vezes). Estudos de otimização e 

de pré-formulação mostram-se necessários antes da avaliação in vivo destas 

formulações. Neste aspecto, o “screening“ in vitro mostrou-se útil na seleção de 

formulações menos tóxicas. Na linhagem H9c2 pode-se observar que a 

toxicidade do SNEDDS sem fármaco (Figura 10 B) é mais parecido com o perfil 

de toxicidade do Labrasol somado ao Capryol. No entanto, na concentração 

referente a 50 µM, o SNEDDS 2 mostrou-se menos tóxico que Labrasol, o qual 

já foi descrito na literatura como responsável por aumentar a absorção intestinal 

em estudos com células Caco-2 em estudos de citotoxicidade dose dependente 

(Hamid et al, 2009).  

Quanto às formulações de SNEDDS Rv 4, tanto em células Hep G2 como 

na linhagem H9c2, não houve interferência considerável na redução da 

viabilidade celular (Figuras 11 e 12).  

As concentrações testadas de ravuconazol nas linhagens celulares 

variaram de 0,15 a 20 nanomolar (nM), 6 diluições, 1:2. Nessas concentrações 

testadas, tanto o ravuconazol livre quanto o SNEDDS Rv 4, SNEDDS 4 e seus 

excipientes não indicaram citotoxicidade significativa para os miócitos cardíacos 

(H9c2). Entretanto, as células hepáticas Hep G2 sofreram alterações de 

proliferação significativas em algumas concentrações, entretanto inferiores a 

25%. Observa-se que a formulação de SNEDDS Rv 4 foi, em geral, menos tóxica 

que o SNEDDS Nfx 2. Isso se deve, provavelmente, ao fato do ravuconazol não 

apresentar toxicidade em células de mamíferos e à utilização das quantidades 

em escala nanomolar para esse SNEDDS e seus excipientes (Urbina et al., 

2009).  
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Analisando a citotoxicidade das formulações SNEDDS Bz 3 e SNEDDS 

Nfx 1, observa-se que foram as mais tóxicas. Comparando-se os dois SNEDDS 

Nifurtimox, observou-se que o SNEDDS Nfx 1 foi tóxico a partir da concentração 

referente a 25 µM de nifurtimox, enquanto o SNEDDS Nfx 2, mostrou toxicidade 

a partir da concentração referente a 50 µM de nifurtimox. Embora o Capryol 90 

esteja presente nas duas formulações e tenha mostrado perfil de toxicidade nas 

maiores concentrações testadas, a toxicidade foi menor no SNEDDS Nfx 2, que 

apresentou redução da viabilidade celular pelo Capryol 90 acima da 

concentração referente a 100 µM de nifurtimox. Este SNEDDS foi selecionado 

para os ensaios de atividade in vitro, juntamente com o SNEDDS Rv 4, o qual 

não apresentou perfil de toxicidade celular. 

Analisando a citotoxicidade das formulações SNEDDS Bz 3 e SNEDDS 

Nfx 1, as quais utilizaram o surfactante Tween 80 e mostraram-se mais 

citotóxicas, optou-se por não continuar testando estas formulações nos ensaios 

de atividade in vitro.  Os polissorbatos são os surfactantes não iônicos mais 

tóxicos, sendo assim, selecionou-se as formulações que continham Labrasol, por 

apresentarem menor citotoxicidade (Sha et al., 2005), que foram o SNEDDS Nfx 

2 e SNEDDS Rv 4. 
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Figura 11: Teste de viabilidade celular em linhagem Hep G2: (A) -  tratadas com diferentes 
concentrações de ravuconazol, da formulação de SNEDDS Rv 4 e SNEDDS 4 (sem fármaco) e 
(B) -   SNEDDS 4 e de cada excipiente usado na formulação do referido SNEDDS. Estes 
resultados representam a média de dois experimentos independentes, realizados em triplicata. 
Obs.: (A) * diferença entre ravuconazol e SNEDDS Rv 4; $ diferença entre ravuconazol e 
SNEDDS 4; & diferença entre SNEDDS Rv 4 e SNEDDS 4. (B)  * diferença entre SNEDDS 4 e 
etanol; $ diferença entre SNEDDS 4 e Miglyol 812N. P<0,001. A viabilidade de 75% está 
representada como uma linha preta tracejada horizontal acima do eixo X. IC 90= 1nM para 
ravuconazol está representada pela linha vermelha vertical. 
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Figura 12: Teste de viabilidade celular em linhagem H9c2: (A) -  tratadas com diferentes 
concentrações de ravuconazol, da formulação de SNEDDS Rv 4 e SNEDDS 4 (sem fármaco) e 
(B) -  SNEDDS 4 e de cada excipiente usado na formulação do referido SNEDDS. Estes 
resultados representam a média de dois experimentos independentes, realizados em triplicata. 
Obs.: (A) * diferença entre ravuconazol e SNEDDS Rv 4; & diferença entre SNEDDS 
Ravuconazol e SNEDDS Ravuconazol Branco. (B)  * diferença entre SNEDDS 4 e Miglyol 812N; 
$ diferença entre SNEDDS 4 e Epikuron 170; & diferença entre SNEDDS 4 e etanol; # diferença 
entre 4 e Labrasol LAS. P<0,001. A viabilidade de 75% está representada como uma linha preta 
tracejada horizontal acima do eixo X. IC 90= 1nM para ravuconazol está representada pela linha 
vermelha vertical. 
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Em seguida, foi realizada a avaliação in vitro da atividade anti-T. cruzi das 

diferentes formulações em relação ao fármaco livre. Para esta avaliação foi 

utilizada a linhagem celular H9c2 infectada com as cepas Y (parcialmente 

resistente ao benznidazol) e a cepa Colombiana (resistente ao benznidazol).  

Inicialmente, foi avaliada a proporção parasito:célula adequada para a 

infecção da célula de mamífero pela cepa Y do T. cruzi. Para esta avaliação 

foram utilizados tripomastigotas sanguíneos recém coletados de camundongos 

infectados e de tripomastigotas sanguíneos previamente submetidos à 

criopreservação. Os resultados de porcentagem de infecção referentes às 

diferentes proporções testadas são mostrados na Tabela 5. 

Para a infecção da célula de mamífero pela cepa Y do T. cruzi, foram 

testadas 3 proporções de parasitos por célula (10:1; 15:1; 20:1) quando utilizados 

tripomastigotas sanguíneos recém-coletados, e 2 proporções (10:1 e 20:1) 

quando foram utilizados tripomastigotas sanguíneos criopreservados. Os nossos 

resultados indicam que a proporção parasito:célula de 15:1, utilizando parasitos 

não submetidos ao congelamento,  induziu índices de infeção entre 30 e 60%. 

Considerando que está taxa de infecção é adequada para a avaliação da 

atividade anti-T. cruzi in vitro, esta proporção parasito:célula foi a utilizada em 

todos os experimentos.  

Tabela 5 - Proporção de parasitos:célula hospedeira utilizados para a infecção 

das linhagem celular H9c2 pela cepa Y de Trypanosoma cruzi por célula. 

Proporção de parasito:célula 

hospedeira  

Porcentagem de células infectadas (%) 

Tripomastigotas 

sanguíneos 

 

Tripomastigotas sanguíneos 

(criopreservados em 

nitrogênio líquido) 

10:1 10-20% 10-15% 

15:1 30-60% ____ 

20:1 80-95% 15-20% 

 



57 

 

  

Observa-se que a cepa Y, na qual predomina a forma delgada de 

tripomastigotas sanguíneos, promove altas taxas de infecção em culturas de 

células de mamíferos, especialmente quando são utilizados tripomastigotas 

sanguíneos recém-coletados.  

          De forma diferente, não foi possível obter taxas de infecção adequadas 

para a realização dos experimentos de atividade quando utilizadas 

tripomastigotas sanguíneas obtidas da cepa Colombiana do T. cruzi. Neste caso, 

para a infecção das células de mamífero com a cepa Colombiana foram 

utilizados tripomastigotras metacíclicos (na proporção 30:1 parasito:célula) 

obtidos de cultivo acelular do parasito em meio GRACE,  que induz altas taxas 

de metaciclogênese in vitro.  

 Em seguida foi realizada a avaliação da atividade anti-T. cruzi de cada um 

dos fármacos utilizados neste estudo, nifurtimox e ravuconazol. 

           Foi avaliada a atividade in vitro do SNEDDS Nfx 2 em relação ao fármaco 

livre utilizando as células H9c2 infectadas pela cepa Y (Figura 13 A). Pode-se 

observar que a porcentagem de inibição da infecção variou conforme a 

concentração dos fármacos, como pode ser observado na curva de dose-

resposta. Para o nifurtimox e SNEDDS Nfx 2, a maior concentração utilizada (5 

µM) inibiu mais de 75% da infecção, sem diferença significativa. Apenas nas 

duas menores concentrações (0,625 µM e 0,312 µM) houve diferença 

significativa, mostrando que o SNEDDS foi menos efetivo que o fármaco livre. 

Não se observou nenhum efeito inibitório para o SNEDDS 2. 

Já para a cepa Colombiana, todas as concentrações utilizadas (exceto 5 

µM) tiveram diferença significativa entre nifurtimox e SNEDDS Nfx 2, mostrando 

que o SNEDDS foi mais efetivo que o fármaco livre para esta cepa do T. cruzi, 

como pode ser observado na Figura 13 B. Do mesmo modo, não se observou 

nenhum efeito inibitório para o SNEDDS 2. 
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Figura 13 - Efeito anti-T. cruzi do nifurtimox, do SNEDDS Nfx 2 e do SNEDDS 2 (livre de fármaco) 

sobre as formas amastigotas da Cepa Y (A) e Colombiana (B) do Trypanosoma cruzi, utilizando 

como hospedeira a linhagem de cardiomioblastos de ratos H9c2. Obs.: * diferença entre 

nifurtimox e SNEDDS Nfx 2; $ diferença entre nifurtimox e SNEDDS 2; & diferença entre 

SNEDDS Nfx 2 e SNEDDS 2. p<0,001. 
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A Tabela 6 apresenta os resultados da avaliação da atividade in vitro para 

nifurtimox, SNEDDS Nfx 2 e SNEDDS 2 (sem fármaco) contra as formas 

amastigotas da cepa Y do T.cruzi, em células H9c2. Através do programa 

Calcusyn, pela análise da curva de dose-resposta, realizou-se os cálculos para 

obtenção da IC50 e da IC90. Para nifurtimox, os valores obtidos foram 

IC50=1,858 μM e IC90=6,005 μM. Para o SNEDDS Nfx 2, os valores obtidos 

foram IC50=2,275 e IC90=3,79 μM. Para o SNEDDS 2, os valores de IC50 e 

IC90 não foram detectados. Não houve diferença significativa entre os valores 

obtidos de IC50 e IC90 entre o nifurtimox e o SNEDDS Nfx 2.  

Tabela 6 – Avaliação da atividade in vitro do composto nifurtimox e do sistema 

auto-emulsionante de liberação de fármacos contendo nifurtimox (SNEDDS Nfx 

2) e do SNEDDS livre de fármaco (SNEDDS 2) 

Fármaco IC50 (μM) IC90 (μM) 

Nifurtimox  
1,858 + 0,336 

 
6,005 + 1,025 

 

SNEDDS Nfx 2 
2,275 + 0,559 

 
3,79 + 0,721 

 

SNEDDS 2* 
ND 

 

ND 

 

O efeito tripanocida in vitro foi avaliado contra as formas intracelulares da cepa Y do 

Trypanosoma cruzi usando a linhagem celular H9c2 (cardiomioblastos de ratos) como célula 

hospedeira. As células infectadas (mínimo de 45% de infecção) foram incubadas por 72h com 

diferentes concentrações dos fármacos. A IC50 e a IC90 foram calculadas utilizando o programa 

CalcuSyn. Estes resultados representam a média de dois experimentos independentes, 

realizados em duplicata. 

*Mesma concentração de SNEDDS utilizada na preparação SNEDDS Nfx 2 para cada 

concentração de nifurtimox avaliada. ND= não detectada.  

 

A Tabela 7 apresenta os resultados da avaliação da atividade in vitro para 

nifurtimox, SNEDDS Nfx 2 e SNEDDS 2 contra as formas amastigotas da cepa 

Colombiana do T.cruzi, em células H9c2. Os valores obtidos para nifurtimox 

foram IC50=3,21 μM e IC90=10,12 μM. Para o SNEDDS Nfx 2, os valores obtidos 

foram IC50=2,60 e IC90=6,24 μM. Para o SNEDDS 2, os valores de IC50 e IC90 
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não foram detectados. Houve diferença significativa entre os valores obtidos de 

IC50 e IC90 entre o nifurtimox e o SNEDDS Nfx 2, mostrando que o SNEDDS 

Nfx 2 foi mais efetivo que o fármaco livre para a cepa Colombiana.  

Tabela 7 – Avaliação da atividade in vitro do composto nifurtimox e do sistema 

auto-emulsionante de liberação de fármacos contendo nifurtimox (SNEDDS Nfx 

2) e do SNEDDS livre de fármaco (SNEDDS2) 

Fármaco IC50 (μM) IC90 (μM) 

Nifurtimox  
3,21* + 0,099 

 
10,12* + 0,255 

 

SNEDDS Nfx 2 
2,60* + 0,99 

 
6,24* + 0,806 

 

SNEDDS 2** ND  ND 

O efeito tripanocida in vitro foi avaliado contra as formas intracelulares da cepa Colombiana do 

Trypanosoma cruzi usando a linhagem celular H9c2 (cardiomioblastos de ratos) como célula 

hospedeira. As células infectadas (mínimo de 38% de infecção) foram incubadas por 72h com 

diferentes concentrações dos fármacos. A IC50 e a IC90 foram calculadas utilizando o programa 

CalcuSyn. Estes resultados representam a média de dois experimentos independentes, 

realizados em duplicata. *Diferença significativa com p<0,05. 

**Mesma concentração de SNEDDS utilizada na preparação SNEDDS Nfx 2 para cada 

concentração de nifurtimox avaliada. ND= não detectada.  

 

A Figura 14 apresenta os resultados da avaliação da atividade anti-T. cruzi 

do ravuconazol, SNEDDS Rv 4 e SNEDDS 4 (sem fármaco) contra as formas 

amastigotas das cepas Y e Colombiana, utilizando células H9c2. A porcentagem 

de inibição da infecção variou conforme o log da concentração dos fármacos, 

apresentado na curva de dose-resposta. Com relação à cepa Y (Figura 14 A), as 

maiores concentrações utilizadas (2nM e 1 nM) inibiram, respectivamente, 

95,55% e 91,11% da infecção para o SNEDDS Rv 4; e 91,59% e 85,50% da 

infecção para o ravuconazol, sem diferença significativa. Nas demais 

concentrações (0,5nM, 0,25 nM, 0,125 nM e 0,0625 nM), houve diferença 

significativa entre o SNEDDS Rv 4 e o fármaco livre, mostrando que o SNEDDS 

Rv 4 foi mais potente que o fármaco livre para a cepa Y. Observou-se efeito 

inibitório para o SNEDDS 4 nas concentrações de 1,0 nM, 0,5 nM e 0,25 nM, 
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mas inferior ao fármaco livre, com uma inibição máxima de 51,81% para a maior 

concentração utilizada (1nM). Curiosamente, acima desta dosagem, não se pode 

avaliar o efeito inibitório do SNEDDS 4, pois houve lise celular, impossibilitando 

a contagem. 

Referindo-se à cepa Colombiana (Figura 14 B), as duas maiores 

concentrações utilizadas (2 e 1 nM) inibiram, respectivamente, 80,00% e 73,21% 

da infecção para o SNEDDS Rv 4; e 74,20% e 64,17% para o ravuconazol, sendo 

esta diferença significativa. Nas demais concentrações (0,5 nM a 0,015 nM) não 

houve diferença significativa entre o SNEDDS e o fármaco livre. Diferentemente 

da cepa Y, não se observou nenhum efeito inibitório para o SNEDDS 4 sobre a 

cepa Colombiana. 
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Figura 14- Efeito anti-T. cruzi do ravuconazol, do SNEDDS Rv 4 e do SNEDDS 4 (livre de 

fármaco) sobre as formas amastigotas das cepas Y (A) e Colombiana (B) do Trypanosoma cruzi, 

utilizando como hospedeira a linhagem de cardiomioblastos de ratos H9c2. Obs.: * diferença 

entre ravuconazol e SNEDDS Rv 4; $ diferença entre ravuconazol e SNEDDS 4; & diferença 

entre SNEDDS Rv 4 e SNEDDS 4. p<0,001. 
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A Tabela 8 apresenta os resultados da avaliação da atividade in vitro para 

ravuconazol, SNEDDS Rv 4 e SNEDDS 4 (sem fármaco) contra as formas 

amastigotas da cepa Y do T.cruzi, em células H9c2. Através do programa 

Calcusyn, pela análise da curva de dose-resposta, realizou-se os cálculos para 

obtenção da IC50 e da IC90. Para ravuconazol, os valores obtidos foram 

IC50=0,156 nM e IC90=1,831 nM. Para o SNEDDS Rv 4, os valores obtidos 

foram IC50=0,093 e IC90=0,945 nM. Para o SNEDDS 4, os valores de IC50 e 

IC90 não foram detectados. Houve diferença significativa entre os valores de 

IC50, mostrando que o SNEDDS Rv 4 foi mais potente que o fármaco livre para 

a cepa Y. No entanto, não houve diferença significativa entre os valores obtidos 

para a IC90. 

Tabela 8 – Avaliação da atividade in vitro do composto ravuconazol e do sistema 

auto-emulsionante de liberação de fármacos contendo ravuconazol (SNEDDS 

Rv 4) e do SNEDDS livre de fármaco (SNEDDS 4) 

Fármaco IC50 (μM) IC90 (μM) 

Ravuconazol  
0,156* + 0,003 

 
1,831 + 0,479 

 

SNEDDS Rv 4 
0,093* + 0,013 

 
0,945 + 0,349 

 

SNEDDS 4** 
ND 

 

ND 

 

O efeito tripanocida in vitro foi avaliado contra as formas intracelulares da cepa Y do 

Trypanosoma cruzi usando a linhagem celular H9c2 (cardiomioblastos de ratos) como célula 

hospedeira. As células infectadas (mínimo de 43% de infecção) foram incubadas por 72h com 

diferentes concentrações dos fármacos. A IC50 e a IC90 foram calculadas utilizando o programa 

CalcuSyn. Estes resultados representam a média de dois experimentos independentes, 

realizados em duplicata. * P<0,05. 

**Mesma concentração de SNEDDS utilizada na preparação SNEDDS Rv 4 para cada 

concentração de ravuconazol avaliada. ND= não detectada.  

 

A Tabela 9 apresenta os resultados da avaliação da atividade in vitro para 

ravuconazol, SNEDDS Rv 4 e SNEDDS 4 (sem fármaco) contra as formas 

amastigotas da cepa Colombiana do T.cruzi, em células H9c2. O valor obtido 
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para ravuconazol foi IC50=0,144 nM. Para o SNEDDS Rv 4, o valor obtido foi 

IC50=0,134 nM. Não foi possível obter os valores de IC90 para ravuconazol e 

SNEDDS Rv 4. Para o SNEDDS 4, os valores de IC50 e IC90 não foram 

detectados. Não houve diferença significativa entre os valores obtidos de IC50 

entre o ravuconazol e o SNEDDS Rv 4, mostrando que, em relação ao IC50, o 

SNEDDS Rv 4 não foi mais potente que o fármaco livre para a cepa Colombiana.  

Tabela 9 – Avaliação da atividade in vitro do composto ravuconazol e do sistema 

auto-emulsionante de liberação de fármacos contendo ravuconazol (SNEDDS 

Rv 4) e do SNEDDS livre de fármaco (SNEDDS 4) 

Fármaco IC50 (μM) 

Ravuconazol 
0,144 + 0,408 

 

SNEDDS Rv 4 
0,134 + 0,013 

 

SNEDDS 4* 
ND 

 
O efeito tripanocida in vitro foi avaliado contra as formas intracelulares da cepa Colombiana do 

Trypanosoma cruzi usando a linhagem celular H9c2 (cardiomioblastos de ratos) como célula 

hospedeira. As células infectadas (mínimo de 38% de infecção) foram incubadas por 72h com 

diferentes concentrações dos fármacos. A IC50 e a IC90 foram calculadas utilizando o programa 

CalcuSyn. Estes resultados representam a média de dois experimentos independentes, 

realizados em duplicata.  

*Mesma concentração de SNEDDS utilizada na preparação SNEDDS Rv 4 para cada 

concentração de ravuconazol avaliada. ND= não detectada. IC90 = ND. 
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 6 – CONCLUSÕES 

• O nifurtimox apresentou toxicidade para as linhagens celulares H9c2 e 

Hep G2 nas concentrações acima de 100 µM, mas não nas doses efetivas 

para reduzir 50% (IC50=1,858 µM para cepa Y; IC50=3,21 µM para cepa 

Colombiana) e 90% (IC90=6,005 µM para cepa Y e IC90=10,12 µM para 

cepa Colombiana) das formas amastigotas das cepas Y e Colombiana do 

T. cruzi.   

• Os fármacos benznidazol e ravuconazol não induziram efeitos tóxicos nas 

linhagens celulares H9c2 e Hep G2, mesmos nas maiores concentrações 

avaliadas, ou seja, 100 µM para o benznidazol e 20 nM para o 

ravuconazol.  

• Dentre os excipientes farmacêuticos utilizados no preparo dos SNEDDS 

Bz 3, o Tween 80 apresentou a maior toxicidade in vitro para as linhagens 

celulares H9c2 e Hep G2 na faixa de concentração de 0,065-0,26 % v/v 

no meio de cultura. 

• Dentre os excipientes farmacêuticos utilizados no preparo do SNEDDS 

Nfx 2, o Labrasol apresentou o maior nível de toxicidade (concentração 

de 0,026-0,104 % v/v) in vitro para a linhagem celular H9c2.  

• O SNEDDS Nfx 2 não induziu toxicidade sobre as linhagens celulares 

H9c2 e Hep G2 quando utilizados nas dosagens efetivas para destruir 

50% (IC50=2,275 µM para cepa Y; IC50=2,60 µM para cepa Colombiana) 

ou 90% (IC90=3,79 µM para cepa Y; IC90=6,24 µM para cepa 

Colombiana) das formas amastigotas das cepas Y e colombiana do T. 

cruzi.  

• O SNEDDS Rv 4 não induziu toxicidade sobre as linhagens celulares 

H9c2 e Hep G2 quando utilizados nas dosagens efetivas para destruir 

50% (IC50=0,134 nM) das formas amastigotas da cepa Colombiana do T. 

cruzi.  

• Embora não se tenha observado diferença significativa para os valores de 

IC90 entre o ravuconazol e o SNEDDS Rv 4, observou-se diferença em 

relação aos valores de IC50, mostrando que o SNEDDS Rv 4 foi mais 

potente que o fármaco livre para a cepa Y. 
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• Em relação aos valores obtidos para IC50, não houve diferença 

significativa entre o ravuconazol e o SNEDDS Rv 4, embora tenha havido 

diferença significativa para as duas maiores concentrações de tratamento 

(2 nM e 1 nM), mostrando maior atividade do SNEDDS Rv 4 em relação 

ao fármaco livre, em células H9c2 infectadas com a cepa Colombiana do 

T. cruzi. 

• As formulações SNEDDS Nfx 2 e SNEDDS Rv 4 apresentaram efeito 

inibitório superior aos respectivos fármacos livres sobre formas 

amastigotas das cepas Y e Colombiana do T. cruzi quando utilizadas 

células da linhagem H9c2 como hospedeira. 

 

6.1- CONCLUSÃO GERAL 

Este estudo in vitro evidenciou que os SNEDDS podem ser 

formulações seguras e potencialmente mais ativas contra as formas 

amastigotas do parasito, sugerindo a possibilidade de utilizar os SNEDDS 

Nfx 2 e os SNEDDS Rv 4 em estudos pré-clínicos. 

 

7 - FUTURAS DIREÇÕES  

• Avaliar a citotoxicidade dos SNEDDS e seus excipientes em 

células Caco2; 

• Testar os excipientes dos SNEDDS no ensaio de atividade, em 

células H9c2, infectadas pelas cepas Y e Colombiana; 

• Realizar o ensaio de internalização celular dos SNEDDS marcados 

em células J774 não infectadas. 
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