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RESUMO 

 
DE PAULA, L. B. Nanopartículas Poliméricas e de Prata: Avaliação da Toxicidade 
in vitro e in vivo e do Processo de Cicatrização em Animais Submetidos à 
Queimadura Térmica. 2013. 146 f. Dissertação (Mestrado em Biologia Funcional e 
Molecular, área de concentração em Bioquímica) – Instituto de Biologia, Universidade 
Estadual de Campinas, Campinas, 2013. 
 
Queimaduras representam um problema de saúde pública, gerando um gasto anual de 
cerca de R$ 55 milhões ao Sistema Único de Saúde (SUS). Os produtos destinados ao 
tratamento de queimaduras são em sua grande maioria importados, tornando 
relevantes estudos que visem ao desenvolvimento de materiais com características 
adequadas ao tratamento e produzidos a partir de matérias-primas de baixo custo e 
fácil obtenção. O objetivo deste trabalho foi avaliar os possíveis efeitos tóxicos e o 
potencial de cicatrização de S-Nitrosoglutationa (GSNO) encapsulado em 
nanopartículas poliméricas (alginato-quitosana e poli( -caprolactona) (PCL) recobertas 
por quitosana) e de nanopartículas de prata (AgNPs). O GSNO foi sintetizado através 
de reação de S-Nitrosação direta de glutationa e caracterizado por espectrofotometria. 
As nanopartículas de alginato-quitosana (AG/CS) contendo GSNO foram preparadas 
através do método de gelificação iônica. As nanopartículas de PCL recobertas por 
quitosana (PCL/CS) e contendo GSNO foram preparadas através do método de dupla 
emulsão (água/óleo/água) e evaporação do solvente. Ambas as nanopartículas foram 
caracterizadas por espectroscopia de correlação de fótons (ECF) e microscopia 
eletrônica de varredura (MEV). As AgNPs foram produzidas extracelularmente por 
método biotecnológico utilizando-se o fungo Fusarium oxysporum e caracterizadas por 
ECF e microscopia eletrônica de transmissão (MET). A toxicidade in vitro das 
nanopartículas foi avaliada através de ensaios de citotoxicidade utilizando-se cultura de 
células de linhagens pré-estabelecidas e o potencial de cicatrização foi avaliado através 
de indução de queimadura térmica em ratos Wistar machos, os quais foram 
posteriormente eutanaziados para avaliação da toxicidade in vivo das nanopartículas. 
As AG/CS contendo GSNO apresentaram diâmetro médio de 321,0 ± 12,2 nm e 
potencial Zeta de +37,6 ± 0,6 mV. As PCL/CS contendo GSNO apresentaram-se 
esféricas, com diâmetro médio de 448,6 ± 35,38 nm e potencial Zeta de +23,11 ± 4,75 
mV. As AgNPs apresentaram-se esféricas e altamente estáveis, com diâmetro médio de 
7,3 ± 3,0 nm e potencial Zeta de -31,1 ± 2,09 mV. As nanopartículas apresentaram-se 
pouco tóxicas in vitro e in vivo. O tratamento das lesões com as nanopartículas reduziu 
a área lesionada em praticamente 100% após 35 dias, diminuindo o tempo necessário 
para a diferenciação de fibroblastos em miofibroblastos, e revertendo o processo 
inflamatório mais rapidamente. Nossos resultados indicam que os sistemas 
nanoparticulados estudados podem fornecer uma nova e eficaz direção terapêutica 
para o tratamento de queimaduras. 
 
Palavras-chave: cicatrização; citotoxicidade; nanopartículas de prata; nanopartículas 
poliméricas; queimadura. 



ABSTRACT 

 

DE PAULA, L. B. Polymeric and Silver Nanoparticles: in vitro and in vivo Toxicity 
and Evaluation of the Healing Process in Animals Submitted to Thermal Burn. 
2013. 146 f. Thesis (Master’s degree in Functional and Molecular Biology, concentration 
area in Biochemistry) – Biology Institute, State University of Campinas, Campinas, 2013. 
 
Burn injuries represent a public health problem, generating an annual cost of about R$ 
55 million to the Brazilian Unified Health System. The products for the treatment of burns 
are mostly imported, so studies aimed at developing materials with appropriate 
characteristics to the treatment and produced from cheap raw materials and easily 
obtained are relevant. The aim of this study was to evaluate the possible toxic effects 
and healing potential of S-Nitrosoglutathione (GSNO) encapsulated in polymeric 
nanoparticles (alginate-chitosan and chitosan-coated poly( -caprolactone) (PCL)) and 
silver nanoparticles (AgNPs). GSNO was synthesized by direct S-Nitrosation reaction of 
glutathione (GSH) and characterized by spectroscopic analysis. Alginate-chitosan 
nanoparticles (AG/CS) loaded with GSNO were prepared through ionic gelation method. 
Chitosan-coated PCL nanoparticles (PCL/CS) loaded with GSNO were prepared by the 
double emulsion method (water/oil/water) and solvent evaporation. Both of the 
nanoparticles were characterized by dynamic light scattering (DLS) and scanning 
electron microscopy (SEM). AgNPs were produced extracellularly by a biotechnological 
method using the fungus Fusarium oxysporum and characterized by DLS and 
transmission electron microscopy (TEM). The in vitro toxicity of the nanoparticles was 
assessed through cytotoxic assays using cell culture of predetermined strains and 
healing potential was evaluated through thermal burn induced in male Wistar rats, which 
were subsequently euthanized for evaluation of the in vivo toxicity of the nanoparticles. 
AG/CS loaded with GSNO had an average diameter of 321.0 ± 12.2 nm and Zeta 
potential of +37.6 ± 0.6 mV. PCL/CS loaded with GSNO were spherical, with an average 
diameter of 448.6 ± 35.38 nm and Zeta potential of +23.11 ± 4.75 mV. AgNPs were 
spherical and highly stable, with an average diameter of 7.3 ± 3.0 nm and Zeta potential 
of -31.1 ± 2.09 mV. The nanoparticles were slightly toxic in vitro and in vivo. The 
treatment of the burns with the nanoparticles reduced the burned area in almost 100% 
after 35 days, decreasing the required time for fibroblasts differentiation into 
myofibroblasts, and reversing the inflammatory process faster. Our results showed that 
the studied nanoparticulated systems may provide a novel and effective therapeutic 
direction for the treatment of burn injuries. 
 
Keywords: wound healing; cytotoxicity; silver nanoparticles; polymeric nanoparticles; 
burn injury. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Queimaduras 

 

Lesões não intencionais representam um problema de saúde pública e as 

queimaduras figuram entre as principais. De acordo com a Sociedade Internacional 

para Queimaduras (International Society for Burn Injuries – ISBI), queimadura é a 

destruição de parte ou de todas as células das camadas da pele por calor, produtos 

químicos, eletricidade, radiação ultravioleta (UV), infravermelha ou radioatividade; além 

de frio, fricção, plantas ou animais. Dentre as causas mais comuns, destacam-se as 

queimaduras por fogo/chama e por líquidos quentes (escaldaduras) (AMERICAN BURN 

ASSOCIATION, 2011). Basicamente, as queimaduras são classificadas de acordo com 

a profundidade da lesão, em três graus (Figura 1) (EVERS et al., 2010): 

 Queimadura de 1º grau superficial – acomete a camada superficial da pele 

(epiderme), sendo caracterizada por vermelhidão, inchaço e dor locais, úmida e sem 

formação de bolhas. 

 Queimadura de 2º grau parcial superficial – acomete parte da camada profunda 

da pele (derme papilar), sendo caracterizada por dor mais intensa, formação de bolhas 

e desprendimento parcial ou total da área afetada. 

 Queimadura de 2º grau parcial profunda – acomete totalmente a camada 

profunda da pele (derme reticular), sendo caracterizada por pouca dor, aspecto seco e 

esbranquiçado e perda dos apêndices epidérmicos (folículos pilosos e glândulas 

sudoríparas e sebáceas). 

 Queimadura de 3º grau profunda – acomete ambas as camadas da pele, o tecido 

subcutâneo (hipoderme) e as terminações nervosas (resultando em ausência de dor), 

sendo caracterizada por aspecto seco e esbranquiçado ou escurecido (carbonizado), 

dependendo da fonte de origem da lesão. 

Alguns autores incluem ainda um 4º grau, na qual a pele é acometida além 

da hipoderme, danificando músculos, tendões e ossos, e prejudicando a estrutura e a 

função morfológica da pele (DeSANTI, 2005; HERMANS, 2005). 
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A B C  

 

Figura 1 - Representação das camadas da pele acometidas conforme a profundidade da lesão. A – 
Queimadura de 1º grau. B – Queimadura de 2º grau. C – Queimadura de 3º grau. Fonte: A.D.A.M. Images. 

 

Além da profundidade, a extensão da queimadura também constitui fator 

determinante para a morbidade (número de casos em um grupo populacional) e a 

mortalidade (número de mortes em um grupo populacional) de pacientes queimados. A 

extensão de uma queimadura pode ser rapidamente estimada calculando-se a 

porcentagem da área da superfície corporal total acometida pela queimadura, através 

da Regra dos Nove – a qual divide o corpo em segmentos de 9% ou múltiplos de 9% 

(Figura 2) (WALLACE, 1951). Para bebês e crianças com até 15 anos, a Regra dos 

Nove não é recomendada e pode resultar em estimativas imprecisas, uma vez que as 

proporções do corpo não são as mesmas – por exemplo, a cabeça corresponde a mais 

de 9% da superfície corporal e as extremidades inferiores, a menos de 9%. Neste caso, 

recomenda-se a utilização dos valores da Tabela de Lund-Browder, a qual leva em 

consideração as proporções do corpo em relação à idade a um valor pré-estabelecido 

(Figura 2) (LUND & BROWDER, 1944). 
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Figura 2 - Porcentagens utilizadas, em adultos e crianças, para cálculo da superfície corporal total acometida 
pela queimadura e estimativa de sua extensão. Fonte: Adaptado de CHURCH et al., 2006. 

 

No Brasil, estima-se que 77,3 mil pessoas morreram devido a lesões não 

intencionais em 2008. Deste total, 1,2 mil foram devido a lesões provocadas por 

incêndios (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011). Em 2009, aproximadamente 2,8 

mil pacientes com queimaduras foram atendidos em unidades públicas de saúde 

apenas no Estado de São Paulo, de acordo com dados da Secretaria de Estado da 

Saúde de São Paulo (SES-SP) (BRASIL, 2010). Ainda de acordo com os dados da 

SES-SP, a taxa de internações diárias por queimadura pelo Sistema Único de Saúde 

(SUS) no Estado foi de quase nove, apenas em 2010 (BRASIL, 2011). Dentre as 

internações por causas externas registradas no primeiro semestre de 2003, no Hospital 

Municipal de São José dos Campos, as queimaduras apresentaram o maior custo-dia: 

R$ 130,18 (MELIONE & MELLO-JORGE, 2008). Estima-se que o SUS gaste 

anualmente cerca de R$ 55 milhões com tratamentos de pacientes queimados 

(MACEDO et al., 2012). 

Queimaduras graves podem prejudicar consideravelmente a integridade da 

pele, levando à formação de cicatrizes hipertróficas e queloides. Juntamente com o 



trauma do acidente e os processos dolorosos decorrentes do tratamento, as marcas 

deixadas pelas queimaduras acarretam em baixa autoestima e ansiedade social aos 

pacientes, contribuindo para o desenvolvimento de doenças durante e após a 

reabilitação. Um número considerável de pacientes apresenta doenças como 

depressão e transtorno de estresse pós-traumático após o acidente, não voltam a 

trabalhar e são passíveis de ressarcimento pelos sofrimentos psíquicos acarretados 

(GARDNER et al., 2012). 

 

1.2 Pele 

 

As queimaduras estão entre as maiores causas de danificação cutânea. A 

pele – maior órgão do corpo humano, correspondendo a aproximadamente 16% do 

peso corpóreo total – é responsável por diversas funções no organismo, como proteção 

contra desidratação, atrito e invasão de microrganismos; envio de informações do 

ambiente externo ao sistema nervoso central (SNC); termorregulação e excreção de 

substâncias. Consequentemente, após uma queimadura grave, a perda de calor e de 

água aumenta, a sensibilidade e a elasticidade são perdidas e o risco de infecção é 

elevado (DeSANTI, 2005; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008). 

A pele é composta por duas camadas: epiderme (camada superficial, não 

vascularizada e constituída por tecido epitelial) e derme (camada profunda, ricamente 

vascularizada e constituída por tecido conjuntivo). Abaixo da derme encontra-se a 

hipoderme ou tecido subcutâneo, a qual não pertence à pele e serve-lhe apenas de 

união com órgãos adjacentes (Figura 3) (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008). 



Figura 3 – Representação das camadas da pele e do tecido subcutâneo (hipoderme). Fonte: Adaptado de 
A.D.A.M. Images. 

 

A epiderme é constituída por cinco camadas (da mais interna para a mais 

externa): basal, espinhosa, granulosa, lúcida e córnea. Na camada granulosa, os 

grânulos lamelares (que contêm discos lamelares formados por bicamadas lipídicas) 

são sintetizados e, posteriormente, seu material lipídico é depositado no espaço 

intercelular da camada córnea. Juntamente com os corneócitos (queratinócitos 

maduros) ali presentes, a deposição deste material contribui para a formação de uma 

barreira impermeável à água e contra a penetração de substâncias. Desta forma, a 

camada córnea atua como fator limitante para a penetração de agentes terapêuticos 

(FOLDVARI, 2000; GUTERRES et al., 2007; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008). 

A derme é rica em terminações nervosas e vasos sanguíneos e linfáticos, 

mas basicamente acelular. É constituída por duas camadas: papilar, na qual estão 

presentes fibrilas de colágeno (que prendem a derme à epiderme) e pequenos vasos 

sanguíneos que nutrem e oxigenam a epiderme, e reticular, a qual também apresenta 

muitas fibras proteicas (colágeno e elastina), sendo responsável, juntamente com a 

camada papilar, pela elasticidade da pele. Epiderme e derme são unidas por um 

complexo de apêndices epidérmicos (folículos pilosos e glândulas sudoríparas e 



sebáceas), cujos eixos são revestidos com células epiteliais. Por este motivo, a derme é 

capaz de produzir células epiteliais novas para a reposição da epiderme, como em 

casos de queimadura. Os apêndices epidérmicos, embora com capacidade limitada, 

podem ser utilizados como vias adicionais de absorção de fármacos (FOLDVARI, 2000; 

CHURCH et al., 2006; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008). A hipoderme, por sua vez, é 

constituída basicamente por adipócitos (células que armazenam grandes quantidades 

de lipídeos) e desempenha funções de isolamento térmico, fornecimento de energia e 

absorção de choque (amortecimento). 

 

1.3 Processo de Cicatrização 

 

Quando a pele é lesionada, uma série de eventos celulares e moleculares é 

desencadeada visando à regeneração do tecido danificado e o restabelecimento da 

hemostasia. O processo de cicatrização depende de fatores como tipo de pele, 

localização anatômica, raça, sexo, idade, estado nutricional, oxigenação, infecção, 

doenças como diabetes, dentre outros (GUO & DiPIETRO, 2010); e é composto 

basicamente por três fases distintas, que devem ocorrer em sequência e tempo 

adequados: inflamação, regeneração e remodelação (Figura 4). 

 

 Inflamação – imediatamente após a injúria do endotélio, a ruptura de vasos 

sanguíneos e linfáticos ativa plaquetas e componentes do plasma (fatores de 

coagulação), os quais formam um coágulo de fibrina que age como barreira contra a 

invasão de microrganismos e como matriz provisória para a migração celular de 

fibroblastos, queratinócitos e células endoteliais. A degranulação das plaquetas 

(liberação de fatores de crescimento contidos em seu citoplasma), juntamente com a 

ativação do sistema complemento e os produtos da degradação de bactérias, é 

responsável por recrutar os neutrófilos para o local da ferida – os quais possuem 

grande capacidade de fagocitose de bactérias e fungos. Após dois ou três dias, 

monócitos também são recrutados para o local da ferida e se diferenciam em 

macrófagos. Os macrófagos são as principais células do processo de cicatrização e 



atuam na remoção de bactérias, corpos estranhos e componentes do tecido lesado, 

além de secretarem fatores quimiotáticos e de crescimento essenciais à formação do 

tecido de granulação, o qual precede o desenvolvimento do tecido cicatricial maduro 

(ATHER et al., 2007; GURTNER et al., 2008). 

 Fase proliferativa ou regenerativa – nesta fase, que acontece dois a dez dias 

após a lesão, queratinócitos (células produtoras de queratina) são estimulados para as 

margens da ferida, dando início à epitelização. Concomitantemente, fibroblastos atuam 

produzindo colágeno, elastina, fibronectina, proteases e glicosaminoglicana – 

substituindo a matriz provisória, composta por fibrina, pelo tecido de granulação. 

Igualmente essencial para a formação do novo tecido de granulação, a angiogênese 

também ocorre nesta fase, a partir da migração e da estimulação mitogênica de células 

endoteliais. Este processo é regulado por elementos presentes no soro e na matriz 

extracelular (principalmente fator de crescimento endotelial vascular e fator de 

crescimento fibroblástico), importantes para o crescimento e a manutenção dos novos 

vasos sanguíneos (GABBIANI, 2003; ATHER et al., 2007; GURTNER et al., 2008). 

 Fase reparativa ou de maturação – durante esta fase, iniciada duas a três 

semanas após a lesão, os eventos celulares e moleculares ativados após a lesão são 

gradativamente diminuídos, até cessarem por completo. Após abundante síntese e 

deposição de matriz extracelular (MEC), fibroblastos (pela ação do fator de 

transformação do crescimento beta – TGF- ) sofrem maturação e se transformam em 

miofibroblastos – células que expressam largos filamentos de actina abaixo da 

membrana plasmática, sintetizam níveis elevados de proteases degradantes da MEC (a 

qual se reorganiza e passa de provisória à definitiva) e estendem pseudópodes que se 

prendem firmemente ao colágeno da MEC para realizar fortes movimentos de retração 

celular, promovendo a contração da ferida. Miofibroblastos, juntamente com macrófagos 

e células endoteliais, sofrem apoptose (morte celular programada) ou migram do local 

da ferida e deixam uma “massa” com poucas células e constituída principalmente por 

colágeno, proporcionando a formação de uma cicatriz normal. Se a cicatrização não 

progride de forma adequada e a celularidade local persiste, é formada uma cicatriz 

hipertrófica ou queloide (ATHER et al., 2007; GURTNER et al., 2008). 



Figura 4 - Fases da cicatrização. Fase inflamatória (a): o ambiente da ferida é caracterizado por baixa 
oxigenação (hipóxia) e formação de um coágulo de fibrina. Bactérias, plaquetas e neutrófilos estão presentes 
em grande quantidade. Fase regenerativa (b): o ambiente da ferida é caracterizado pela formação de uma 
escara (crosta escura) na superfície da pele. Há início da formação do tecido de granulação e de novos vasos 
sanguíneos. Fase reparativa (c): miofibroblastos, macrófagos e células endoteliais sofrem apoptose ou 
deixam o local da ferida, proporcionando a formação de uma cicatriz normal. Fonte: Adaptado de GURTNER 
et al., 2008. 

 



1.4 Administração Tópica de Fármacos 

 

Assim como os órgãos viscerais, a pele pode desempenhar diversas funções 

metabólicas. Dentre estas funções, destaca-se a biotransformação de fármacos, 

possível provavelmente devido à expressão, na pele, de importantes enzimas 

metabolizadoras de fármacos constituintes da família das citocromos P450 (enzimas 

metabolizadoras mais abundantemente encontradas no fígado); além de outras 

enzimas, como as esterases. Devido a essa capacidade e por se tratar de um método 

não invasivo, a pele tem sido cada vez mais explorada para administração de fármacos 

e vacinas, e para testes toxicológicos de fármacos e drogas (SVENSSON, 2009). 

A administração tópica de fármacos depende das propriedades anatômicas 

da pele, das características físico-químicas do fármaco e do tipo de formulação. As 

substâncias podem permear as camadas da pele através de três vias: paracelular, 

transcelular e transanexal (Figura 5). A via paracelular é a mais comum; porém mais 

lenta, uma vez que as substâncias passam entre os corneócitos – ao contrário da 

transcelular que, embora seja mais curta, oferece maior resistência, uma vez que as 

substâncias precisam atravessar as estruturas lipídicas e o citoplasma de queratinócitos 

mortos (TROMMER & NEUBERT, 2006). A via transanexal, apesar de pouco 

significativa (os apêndices epidérmicos representam apenas 0,1% da superfície total da 

pele), também representa uma importante rota para administração de substâncias, 

como agentes protetores contra raios ultravioleta (UV) utilizados em protetores solares 

(LADEMANN et al., 2004). 



 

Figura 5 – Representação das possíveis vias de permeação de fármacos através das camadas da pele. 1 – 
Via paracelular: as substâncias passam entre os corneócitos. 2 – Via transcelular: as substâncias 
atravessam as estruturas lipídicas e o citoplasma de queratinócitos mortos. 3 – Via transanexal: as 
substâncias permeam as camadas da pele através dos apêndices epidérmicos. Fonte: Adaptado de 
FOLDVARI, 2000. 

 

A utilização de agentes promotores de absorção e/ou de técnicas físicas 

pode auxiliar a permeação dos fármacos, diminuindo a limitação imposta pela camada 

córnea. Alguns exemplos são a interação entre os grupos polares do potenciador e dos 

lipídeos da camada córnea (resultando em perturbações que facilitam a difusão dos 

fármacos hidrofílicos); o aumento do fluxo de moléculas de água livres entre as 

bicamadas lipídicas, através de hidratação simples ou da utilização de ureia (resultando 

na hidratação da camada córnea e facilitando a difusão de fármacos hidrofílicos); e a 

utilização de técnicas de iontoforese (aplicação de corrente elétrica unidirecional, que 

gera um potencial iônico e aumenta a migração de fármacos iônicos através da 

repulsão eletrostática do eletrodo ativo), fonoforese (aplicação de ultrassom, que 

provoca a formação de bolhas de gás e, consequentemente, a formação de poros nos 



corneócitos, aumentando o espaço intercelular e perturbando os lipídeos da camada 

córnea), eletroporação (aplicação de pulsos elétricos curtos, de alta voltagem, que 

provocam uma formação transitória de poros aquosos na bicamada lipídica, permitindo 

a difusão de macromoléculas através destes poros) e administração por microagulhas 

revestidas com o fármaco (liberado diretamente na corrente sanguínea), as quais 

penetram a camada córnea e toda a epiderme, sem alcançar as terminações nervosas 

presentes na derme superior (PRAUSNITZ et al., 2004; TROMMER & NEUBERT, 2006; 

SILVA et al., 2010). 

 

1.5 Tratamento de Queimaduras 

 

O tratamento de feridas na pele destina-se, principalmente, à prevenção e/ou 

diminuição do risco de infecção e à eliminação de fatores que possam desacelerar o 

processo de cicatrização, contribuindo para a formação de uma cicatriz quase 

imperceptível. Para tanto, os curativos utilizados devem manter a umidade no leito da 

ferida, permitir trocas gasosas, ser impermeáveis a bactérias e facilmente removíveis, 

para não causar traumas na ferida e na pele ao redor – minimizando a dor e 

proporcionando o máximo de conforto ao paciente. Além disso, devem ser 

confeccionados com materiais biocompatíveis para evitar rejeição e apresentar baixo 

custo, tornando sua utilização economicamente viável (HERMANS, 2005). 

Como mencionado anteriormente, queimaduras graves acarretam em 

descompensação hídrica e tornam o organismo mais suscetível à infecção – quinta 

complicação clínica mais relevante decorrente de queimaduras e principal causa de 

morbidade e mortalidade em pacientes queimados (FONG & WOOD, 2006; AMERICAN 

BURN ASSOCIATION, 2011). A grande exposição da pele ao meio ambiente torna seu 

contato constante e inevitável com microrganismos patogênicos, sendo Staphylococcus 

aureus e Pseudomonas aeruginosa os mais presentes em feridas por queimadura 

(GRUNWALD & GARNER, 2008; KASTEN et al., 2011). Infecção persistente (mais de 

14 dias) pode retardar a maturação epidérmica e contribuir para a formação de 

cicatrizes profundas (SINGER & MCCLAIN, 2002). Portanto, torna-se indispensável, 



nos curativos utilizados, a presença de um agente antimicrobiano e de um material que 

contenha a perda dos fluidos corpóreos. 

Atualmente, os produtos mais utilizados no tratamento de queimaduras são 

pomadas à base de sulfadiazina de prata (associada ou não ao nitrato de cério); 

hidrogéis e hidrocoloides; loções oleosas à base de ácidos graxos essenciais; gazes 

impregnadas com Aloe vera; membranas de poliuretano, alginato de cálcio ou 

colágeno, e matrizes de regeneração dérmica (MANDELBAUM et al., 2003). Outras 

recentes tecnologias incluem cultura in vitro de queratinócitos e fibroblastos, engenharia 

de tecidos e terapia gênica (ATIYEH et al., 2005). Entretanto, devido à necessidade de 

trocas frequentes e à fabricação não nacional de alguns destes produtos, o custo para a 

utilização dos mesmos é elevado, tornando-os pouco acessíveis à população de baixa 

renda e economicamente inviáveis para utilização em larga escala nas Unidades de 

Terapia de Queimados. Assim, um dos grandes desafios das pesquisas na área de 

reparação tissular consiste no desenvolvimento de materiais que apresentem as 

características adequadas ao tratamento e que sejam produzidos a partir de matérias-

primas de baixo custo e fácil obtenção. 

 

1.6 Nanotecnologia 

A nanotecnologia tornou-se um dos alvos de pesquisa mais importantes dos 

últimos anos. Nanomateriais são materiais cujas estruturas encontram-se em escala 

nanométrica (1 nm = 10-9 m) e cujas propriedades físico-químicas diferem das 

observadas em maior escala, possibilitando diferentes fenômenos e novas aplicações. 

Dentre os nanomateriais, destacam-se as nanopartículas, as quais têm atraído a 

atenção de pesquisadores, do governo e da indústria mundial devido à diversidade de 

sua aplicação em cosméticos, produtos farmacêuticos e eletrônicos – uma vez que 

apresentam diferentes propriedades físico-químicas e possuem facilidade de preparo e 

manipulação, maior área superficial e elevada reatividade (JU-NAM & LEAD, 2008; 

DURÁN et al. 2009). 



1.6.1 Nanopartículas de Prata 

 

A prata é um metal cujas propriedades antimicrobianas são conhecidas pelo 

homem desde a Antiguidade (por volta de 4.000 a.C.). Egípcios, Gregos e Romanos 

utilizavam-na para cozinhar e preservar água e alimentos perecíveis. Organismos vivos 

como bactérias, algas e fungos, por serem capazes de reduzir íons metálicos ou de 

formar complexos insolúveis com íons metálicos na forma de nanopartículas, podem ser 

utilizados para a síntese de nanomateriais. A literatura sobre a utilização de 

microrganismos para produção intra- e extracelular de nanopartículas metálicas é 

bastante ampla (MUKHERJEE et al., 2002; GERICKE & PINCHES, 2006; MANDAL et 

al., 2006; VIGNESHWARAN  et al., 2007; BASAVARAJA et al., 2008; MOHANPURIA et 

al., 2008; THAKKAR et al., 2010; ZHANG et al., 2011). 

A utilização de fungos para síntese de nanopartículas de prata (aglomerados 

de átomos de prata com diâmetro entre 1 e 100 nm) é relativamente recente. Dentre a 

vasta gama de espécies existentes, Fusarium oxysporum destaca-se por reduzir 

rapidamente a prata quando exposto a uma solução contendo este metal, produzindo 

nanopartículas altamente estáveis (AHMAD et al., 2003; SASTRY et al., 2003; DURÁN 

et al., 2007; GADE et al., 2008). O possível mecanismo pelo qual são formadas as 

nanopartículas envolve a adição de uma solução de nitrato de prata (AgNO3) a uma 

solução aquosa estéril previamente colocada em contato com a biomassa do F. 

oxysporum e posterior redução dos íons de prata (Ag+) por agentes redutores, 

específicos deste fungo, liberados na solução aquosa (Figura 6) – indicando claramente 

que esta redução ocorre extracelularmente (DURÁN et al., 2005). A síntese de 

nanopartículas de prata (AgNPs) por método biotecnológico é mais vantajosa que por 

métodos químicos, por ser economicamente mais viável, demandar menos energia, não 

utilizar produtos químicos tóxicos ao meio ambiente e produzir nanopartículas altamente 

estáveis e com diâmetros menores (VAIDYANATHAN et al., 2009). 



Figura 6 – Mecanismos hipotétic
agentes redutores específicos do 
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KUMAR & YADAV, 2009; PRADEEP & ANSHUP, 2009; RAI et al., 2009; FERNANDEZ 

et al., 2010; THAKKAR et al., 2010; SAIFFUDIN et al., 2011). 

A associação de AgNPs a antibióticos é bastante interessante do ponto de 

vista médico e econômico, uma vez que potencializa o efeito antimicrobiano das 

nanopartículas, diminuindo os mecanismos de resistência dos microrganismos e os 

casos de infecção, consequentemente diminuindo os custos hospitalares decorrentes 

(LI et al., 2005; GADE et al., 2008). No âmbito do tratamento de feridas, curativos 

impregnados com AgNPs foram utilizados com sucesso em feridas crônicas (MISHRA 

et al., 2008) e em lesões provocadas por queimaduras – nas quais, além da atividade 

antimicrobiana, modularam a produção de citocinas inflamatórias e aceleraram o 

processo de cicatrização (TIAN et al., 2007). Curativos impregnados com prata 

nanocristalina também possuem alta eficácia no tratamento de feridas crônicas e 

queimaduras, reduzindo a inflamação e promovendo a cicatrização de forma menos 

tóxica que outros tipos de curativos contendo prata (FONG & WOOD, 2006; 

CHALOUPKA et al., 2010). Nesse sentido, AgNPs produzidas por método 

biotecnológico podem fornecer uma nova direção terapêutica para o tratamento de 

lesões provocadas por queimaduras, de maneira eficaz e economicamente viável. 

 

1.6.2 Nanopartículas Poliméricas e Sistemas de Liberação Sustentada 

 

Ao longo dos últimos anos, uma série de sistemas particulados (lipossomas, 

ciclodextrinas, dendrímeros e nanopartículas poliméricas) tem sido utilizada como 

carreadores para administração de pequenas moléculas e agentes terapêuticos 

macromoleculares, em sítios de ação específicos (MOGHIMI et al., 2012). 

Nanopartículas poliméricas são sistemas carreadores com diâmetro inferior a 

1000 nm (1 µm) e denominadas nanocápsulas ou nanoesferas de acordo com sua 

composição: a presença de óleo nas nanocápsulas é responsável pela formação de 

uma estrutura vesicular; enquanto que sua ausência, nas nanoesferas, é responsável 

pela formação de uma matriz polimérica sólida e homogênea. Em relação aos 

mecanismos de encapsulação, o fármaco ou as moléculas bioativas podem estar 



retidos, dispersos ou dissolvidos dentro das nanopartículas, ou ainda adsorvidos à 

superfície das mesmas (Figura 7) (SCHAFFAZICK et al., 2003). 

 

 

Figura 7 – Representação esquemática dos tipos de nanopartículas poliméricas e possíveis disposições do 
fármaco nas mesmas: a) Fármaco dissolvido dentro da nanocápsula. b) Fármaco adsorvido à superfície da 
nanocápsula. c) Fármaco retido na matriz polimérica da nanoesfera. d) Fármaco adsorvido ou disperso na 
matriz polimérica da nanoesfera. Fonte: SCHAFFAZICK et al., 2003. 

 

A utilização de nanopartículas poliméricas como sistemas de liberação de 

fármacos vem atraindo a atenção dos pesquisadores por proporcionar uma alternativa 

às terapias de longo prazo. Estes sistemas oferecem diversas vantagens em relação a 

outras vias de administração, como proteção do fármaco e sua liberação em um sítio 

específico, de forma contínua e sustentada; alta capacidade de atravessar barreiras 

fisiológicas e redução de administrações repetidas do fármaco – consequentemente 

reduzindo os efeitos colaterais sistêmicos (DURÁN et al., 2009). Através destes 

sistemas, a concentração do fármaco no sítio de ação é mantida na faixa terapêutica 

por um período maior de tempo, utilizando-se menor número de doses – uma vantagem 

em relação às formas convencionais de administração de fármacos, como gotas, 

sprays, injeções e comprimidos; nas quais a concentração do fármaco aumenta, atinge 

um pico máxico e declina (Figura 8). 

Na administração convencional, são necessárias várias doses por dia para 

atingir e manter concentrações plasmáticas terapeuticamente eficazes, o que causa 

inconstâncias significativas nos níveis plasmáticos – podendo o nível do fármaco cair 

abaixo da concentração mínima eficaz ou exceder a concentração mínima tóxica; 

diminuindo o benefício terapêutico pretendido ou tornando-se um problema caso a dose 
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A quitosana é o segundo polímero mais abundante na natureza. É produzida 

através da desacetilação da quitina (Figura 10), principal componente estrutural do 

exoesqueleto de crustáceos – embora também encontrado em moluscos, insetos e na 

parede celular de fungos. O processo de desacetilação da quitina apresenta baixo custo 

e é facilmente realizado por hidrólise alcalina a altas temperaturas (GEORGE & 

ABRAHAM, 2006). Por serem biocompatíveis e biodegradáveis, estes dois polímeros 

são atualmente empregados em diversas áreas, tais como agricultura, indústria de 

alimentos, tratamento de efluentes, desenvolvimento de biomateriais, engenharia de 

tecidos e administração de fármacos (KHOUSHAB & YAMABHAI, 2010). 

 

 

Figura 10 – Estrutura química da quitina e do produto de sua desacetilação, a quitosana. Fonte: Adaptado de 

Altakitin. Disponível em: <http://www.altakitin.com/images/Chitosan1.gif>. Acesso em: 30 jan. 2013. 

 

No tratamento de feridas, a utilização da quitosana é muito promissora 

devido à sua permeabilidade ao oxigênio e às suas propriedades antimicrobiana, 

analgésica e cicatrizante (OKAMOTO et al., 2002; KHOUSHAB & YAMABHAI, 2010; 

DAI et al., 2011). A quitosana acelera o processo de cicatrização através da ativação de 

macrófagos e fibroblastos, e do aumento da síntese de ácido hialurônico e de sua 

deposição no tecido conjuntivo regenerado; além de influenciar na deposição de 

colágeno na matriz extracelular durante a reparação do tecido lesionado, dentre outros 

benefícios (Figura 11) (MI et al., 2003; SYNOWIECKI & AL-KHATEEB, 2003; PAUL & 



SHARMA, 2004). Diversos estudos já foram realizados sobre o emprego de quitosana 

sob a forma de filmes para recobrimento (membranas), hidrogéis, soluções coloidais ou 

esponjas para aplicação em feridas (MI et al., 2001; LIN-GIBSON et al., 2003; SILVA et 

al., 2004; DAI et al., 2009; JAYAKUMAR et al., 2011). 

 

 

Figura 11 – Representação esquemática dos benefícios de curativos à base de quitosana. 1 – Estimulam a 
coagulação natural do sangue. 2 – Formam uma barreira contra infecção. 3 – Proporcionam suporte para o 
crescimento celular. 4 – Minimizam cicatrizes. 5 – Fortalecem o novo tecido formado. 6 – Fornecem proteínas 
necessárias à cicatrização. 7 – Absorvem os fluidos da inflamação. 8 – Bloqueiam terminações nervosas, 
reduzindo a dor. Fonte: Adaptado de PAUL & SHARMA, 2004. 

 

Outra importante propriedade da quitosana para a área médica é a 

bioadesão – em pH fisiológico, devido aos grupos amino protonados, a quitosana 

apresenta carga positiva, a qual lhe confere capacidade de adesão a superfícies 

carregadas negativamente (como pele e mucosas), aumentando sua retenção. Além 

disso, é capaz de induzir uma abertura temporária nas junções epiteliais, podendo 

aumentar a permeabilidade de fármacos, especialmente os polares (BERGER et al., 

2004; NAGPAL et al., 2010). A quitosana também pode ser associada à nanopartículas 



de prata, potencializando o efeito antimicrobiano e inibindo o crescimento in vitro e in 

vivo de bactérias e fungos – provavelmente devido à permeabilização das células 

bacterianas pela quitosana, permitindo melhor penetração dos íons de prata (ONG et 

al., 2008; MADHUMATHI et al., 2010; TRAN et al., 2010; HUANG et al., 2011). 

Quando utilizados em conjunto, as propriedades do alginato e da quitosana 

podem ser melhores em relação às propriedades destes polímeros isolados. Por se 

tratarem de polieletrólitos de cargas opostas (quando em solução, o alginato pode 

apresentar carga líquida negativa enquanto a quitosana, carga líquida positiva), a 

associação destes polímeros forma um complexo polieletrolítico (PEC) com menor 

tendência ao intumescimento, em relação ao alginato, e maior resistência à 

solubilização em valores baixos de pH, em relação à quitosana (WANG et al., 2001; 

HEIN et al., 2008; RODRIGUES, 2008; SÆTHER et al., 2008; LI et al., 2009). O 

comportamento do PEC de alginato-quitosana varia conforme o pH: quando muito baixo 

ou muito alto, a interação entre os polímeros é desfavorecida pela preponderância de 

ionização dos polímeros isolados. O valor ideal de pH para a formação de um PEC 

estável é em torno de 5,28 – valor intermediário aos valores de pKa do alginato (3,38 

para os grupos M e 3,65 para os grupos G) e da quitosana (6,3 a 7,0) – garantindo que 

o alginato esteja desprotonado e a quitosana, potencialmente protonada (CÁRDENAS 

et al., 2003; KARAKEÇILI et al., 2007; SÆTHER et al., 2008; LI et al., 2009). 

Alginato e quitosana associados têm sido amplamente empregados como 

sistemas carreadores de proteínas e DNA, e como sistemas para administração de 

vacinas, antibióticos, insulina e antineoplásicos (BORGES et al., 2005; GEORGE & 

ABRAHAM, 2006; SARMENTO et al., 2007; MOTWANI et al., 2008; GAZORI et al., 

2009; ZHANG et al., 2010; GONÇALVES et al., 2011; NAGARWAL, KUMAR & PANDIT, 

2012). Esta associação pode, ainda, atuar de maneira positiva na absorção dos fluidos 

de lesões exsudativas. Por serem renováveis e possuírem grande disponibilidade 

comercial e propriedades intrínsecas de biocompatibilidade, biodegradabilidade e 

cicatrização, estes dois polímeros associados tornam-se um biomaterial ideal para 

estudos e confecção de curativos destinados à cicatrização de feridas. 
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1.7 S-Nitrosoglutationa 

O óxido nítrico (NO) é um radical livre com propriedades antimicrobiana, 

antioxidante e antitumoral, e de grande importância na regulação de processos 

fisiológicos e patofisiológicos (SEABRA et al., 2004a; DE SOUZA et al., 2006; AMADEU 

et al., 2007; SEABRA et al., 2007; AMADEU et al., 2008; SEABRA et al., 2008; 

SIMPLICIO et al., 2010; STEVENS et al., 2010; WINK et al., 2011). Devido ao seu 

tamanho reduzido, alta lipofilicidade e ausência de carga, possui alta capacidade de 

difusão através das membranas celulares e de interação direta com alvos intracelulares 

(IGNARRO, 1999; LOOMS et al., 2002). 

O NO é sintetizado a partir da conversão de L-arginina a L-citrulina pela 

enzima óxido nítrico sintase (NOS), a qual possui três isoformas: endotelial (eNOS), 

neuronal (nNOS) e induzível (iNOS). As duas primeiras, presentes em células 

endoteliais e neuronais, respectivamente, são cálcio-dependentes e produzem 

pequenas quantidades de NO; enquanto a terceira, presente em diversos tipos 

celulares, é independente de cálcio e produz quantidades maiores (SEABRA & DURÁN, 

2012). Na pele, o NO é sintetizado continuamente por diversos tipos celulares, tais 

como queratinócitos, melanócitos, fibroblastos, adipócitos, células endoteliais e células 

de Langerhans (Figura 13). 

 

Figura 13 - Principais tipos celulares responsáveis pela síntese de óxido nítrico (NO) e respectivas isoformas 
da enzima NO sintase (NOS) atuantes nestas células. Fonte: CALS-GRIERSON & ORMEROD, 2004. 



As isoformas endotelial e neuronal são responsáveis por manter a 

homeostase cutânea, através da regulação do fluxo sanguíneo; enquanto a induzível é 

produzida sob condições de estresse (como exposição à radiação UV e a 

microrganismos infecciosos) e está relacionada à defesa imune, imunorregulação e 

diferenciação (BRUCH-GERHARZ, RUZICKA & KOLB-BACHOFEN, 1998; CALS-

GRIERSON & ORMEROD, 2004). Na cicatrização de feridas, o NO participa de 

diversos eventos, incluindo angiogênese, quimioatração de monócitos e neutrófilos, 

controle da síntese e deposição de colágeno, proliferação celular e apoptose (LUO & 

CHEN, 2005; AMADEU et al., 2007; AMADEU et al., 2008). 

A produção excessiva inapropriada de NO pode ocasionar uma série de 

patologias, tais como doenças reumáticas, diabetes, isquemia cerebral e choque 

séptico; enquanto que a produção insuficiente pode ocasionar hipertensão, 

aterosclerose, disfunção erétil, dentre outras – tornando relevantes estudos tanto sobre 

o desenvolvimento de inibidores específicos de isoformas da NOS (regulando a 

produção de NO), quanto de compostos que liberem NO sob condições específicas. 

Como o NO está envolvido no processo de cicatrização de feridas, uma redução na 

produção de NO no local pode retardar e/ou prejudicar este processo – como 

observado no estudo de Amadeu & Costa (2006); no qual um decréscimo na produção 

de NO no leito das feridas, causado por knockout do gene ou por inibição 

farmacológica, ocasionou um retardo na cicatrização – evidenciado pelo aumento do 

tempo de fechamento das feridas, menor força de ruptura e diminuição da deposição de 

colágeno. Por outro lado, a suplementação com L-arginina (substrato para síntese de 

NO), juntamente com a utilização de um doador de NO endógeno, auxilia no 

fechamento das feridas (LUO & CHEN, 2005; VAREDI et al., 2009). 

A melhoria do processo de cicatrização de feridas pode, então, ser obtida 

através da aplicação tópica de materiais adequados, que liberem NO em quantidades 

terapêuticas, por um período de tempo prolongado e sem causar efeitos indesejados. 

Diversos doadores de NO têm sido empregados na terapêutica de doenças das mais 

variadas etiologias, tais como doenças cardiovasculares e respiratórias, osteoporose, 

mal de Alzheimer e incontinência urinária (BURGAUD, RIFFAUD & SOLDATO, 2002). 
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Estudos mostraram que o GSNO inibe a agregação plaquetária e atua de 

maneira benéfica no tratamento do infarto agudo do miocárdio e angina instável, na pré-

eclampsia e em lesões de isquemia-reperfusão; além de desencadear a deposição de 

colágeno durante o processo de reparação de feridas cutâneas (LANGFORD et al., 

1994; DE BELDER et al., 1995; LANGFORD, WAINWRIGHT & MARTIN, 1996; 

ACHUTH et al., 2005). S-Nitrosotióis são, em sua grande maioria, solúveis em água; 

podendo ser incorporados em veículos hidrofílicos para aplicação tópica (AMADEU et 

al., 2007). Quando associado à hidrogéis e aplicado topicamente, a liberação de NO a 

partir de GSNO aumentou o fluxo sanguíneo em pele humana saudável, encurtou o 

processo de reparação de feridas cutâneas em ratos (acelerando a fase inflamatória e 

auxiliando na contração e na reepitelização das feridas) e melhorou significativamente a 

cicatrização de feridas isquêmicas (SEABRA et al., 2004a; AMADEU et al., 2007; 

GEORGII et al., 2011). 

Levando-se em conta a necessidade de liberação do NO sob condições 

específicas, visando ao tratamento de patologias decorrentes da produção insuficiente 

deste composto, a liberação sustentada proporcionada pela nanotecnologia é bastante 

vantajosa e relevante. Diversos nanomateriais têm sido preparados e caracterizados 

para liberação de NO em aplicações biomédicas, tais como lipossomas, dendrímeros e 

nanopartículas poliméricas (STASKO & SCHOENFISCH, 2006; HUANG et al., 2009; 

JOHNSON et al., 2010; SEABRA & DURÁN, 2010). A encapsulação de GSNO em 

nanopartículas poliméricas pode aumentar a estabilidade e a eficácia do composto, 

proporcionando liberação de NO de maneira sustentada em sítios de ação específicos. 

Até o momento, não há estudos na literatura compreendendo o desenvolvimento de 

nanopartículas poliméricas contendo GSNO para aplicação tópica em lesões 

provocadas por queimaduras. Sendo assim, neste estudo foram desenvolvidos dois 

diferentes sistemas nanoparticulados para administração tópica e liberação sustentada 

de GSNO (nanopartículas de alginato-quitosana e nanopartículas de PCL recobertas 

por quitosana); além de nanopartículas de prata produzidas extracelularmente por 

método biológico utilizando-se o fungo Fusarium oxysporum. 

 



1.8 Avaliação de Efeitos Tóxicos In Vitro 

 

Nanopartículas são passíveis de causar citotoxicidade por aderirem à membrana 

celular e por sofrerem degradação, consequentemente liberando produtos tóxicos. 

Outro mecanismo pelo qual podem induzir citotoxicidade é através de sua 

internalização pelas células, degradação intracelular e subsequente efeitos tóxicos 

dentro das células (PARDEIKE et al., 2009). Portanto, nanopartículas podem 

apresentar riscos à saúde e ao meio ambiente – especialmente devido ao seu tamanho 

e sua capacidade de dispersão – tornando-se essenciais estudos que investiguem sua 

biodisponibilidade, biodegradabilidade e toxicidade (QUINA, 2004; SEATON & 

DONALDSON, 2005). 

Para avaliar a segurança de uma nova formulação, testes in vitro são 

necessários, os quais podem ser realizados utilizando-se diferentes linhagens celulares 

(LEWINSKI et al., 2008). Embora a Organização Internacional para Padronização 

(International Organization for Standardization) ISO 10993 exija que ensaios de 

citotoxicidade in vitro sejam os primeiros testes realizados para a avaliação da 

biocompatibilidade de uma nova substância, normalmente os países desenvolvidos são 

os únicos a realizá-los, salvo algumas exceções como o Brasil (ROGERO et al., 2003). 

Esta avaliação através de cultura de células é de grande valia na investigação das 

características toxicológicas de substâncias e formulações (MELO et al., 2004). 

Das várias linhagens celulares, destacam-se as células V79, provenientes de 

fibroblastos de pulmão de Hamster Chinês – um tipo celular amplamente empregado na 

avaliação da citotoxicidade e mutagenicidade (KATZER et al., 2002; PFUHLER & 

WOLF, 2002; CAVALCANTI et al., 2008; GHOSH & GIRIGOSWAMI, 2008; HAN et al., 

2009) por possuir elevada velocidade de proliferação e eficiência de clonagem, cariótipo 

estável e manutenção de suas propriedades iniciais após criopreservação 

(RODRIGUEZ & HAUN, 1999). Em decorrência dessas propriedades, tais células têm 

sido utilizadas para avaliar a toxicidade de novas formulações cosméticas, matérias 

primas, pesticidas, fármacos e resíduos tóxicos em geral (RODRIGUEZ & HAUN, 1999; 

MELO et al., 2000; GIMENEZ et al., 2005; MELO et al., 2006; HAN et al., 2009; 



OLIVEIRA et al., 2009). Os resultados determinados nesta linhagem celular asseguram 

a avaliação da toxicidade do composto sem a metabolização pela via do sistema 

citocromo P450. Embora existam algumas limitações na determinação da toxicidade em 

células V79, a avaliação dos resultados destes testes é muito reprodutível (FRESHNEY, 

1994; CAMARGO et al., 2009), sendo possível estabelecer relações entre citotoxicidade 

e toxicidade aguda oral em animais experimentais, e determinar valores de dose letal 

50 (DL50) através desta via (HALLE & SPIELMANN, 1992; RODRIGUEZ & HAUN, 

1999). Considerando-se que o fígado é o órgão mais atingido pela ação tóxica de várias 

substâncias e por possuir grande importância na manutenção da homeostasia, se faz 

necessária a análise do perfil hepatotóxico de fármacos e xenobióticos em geral para 

que haja uma segura utilização dos mesmos. A técnica da cultura primária de 

hepatócitos é amplamente difundida e utilizada em estudos nas áreas de farmacologia, 

toxicologia e bioquímica (RODRIGUEZ & HAUN, 1999; MELO et al., 2002; MELO et al., 

2003a; MELO et al., 2006; TUSHI et al., 2009). Atualmente, estas células podem ser 

isoladas de diversas espécies de animais, e este sistema in vitro possibilita a realização 

de estudos de toxicidade, biotransformação, farmacocinética, mecanismo de ação 

toxicológica e farmacológica de substâncias químicas e biológicas, entre outros 

(GEBHARDT et al., 2003; DOBBINS et al., 2008). 

 

1.8.1 Testes de Citotoxicidade 

 

Os testes de citotoxicidade in vitro são úteis para a definição da 

citotoxicidade basal, assim como para o estabelecimento do intervalo de concentração 

no qual o agente tóxico atua. Detalhes importantes sobre os parâmetros citotóxicos 

envolvidos – como genotoxicidade, indução de mutações ou morte celular programada 

– são determinados neste tipo de teste. Com o estabelecimento da dose onde 50% das 

células são afetadas (IC50), é possível comparar quantitativamente a resposta de um 

mesmo composto em diferentes sistemas ou de vários compostos em um único sistema 

(EISENBRAND et al., 2002; MELO et al., 2003a; MONTEIRO-RIVIERE et al., 2009). Os 

alvos (endpoints) celulares dos testes de citotoxicidade são baseados, principalmente, 



na perda da permeabilidade seletiva celular, na redução da função mitocondrial e nas 

mudanças na morfologia e na replicação celular. Estes testes apresentam grande 

vantagem em relação aos testes in vivo devido ao custo reduzido, controle das 

variáveis do experimento e rapidez na obtenção dos resultados. Devido a essas 

características, os ensaios in vitro direcionam os testes in vivo, mostrando, por exemplo, 

qual organela mais afetada e que, consequentemente merece maior atenção e também 

direcionando quase que precisamente os valores de DL50, mostrando cada vez mais 

sua grande reprodutibilidade. Os biomarcadores celulares dos testes de citotoxicidade 

são baseados, principalmente, na perda da permeabilidade seletiva celular, na redução 

da função mitocondrial, nas mudanças na morfologia e replicação celular. Um dos 

exemplos de teste de permeabilidade celular é que avalia a incorporação do corante 

Vermelho Neutro (2-amino-3-metil-7dimetil-amino-cloreto de fenanzina). Esse teste 

consiste na habilidade de células viáveis incorporarem e ligarem ao corante. Sua 

característica ligeiramente catiônica permite ao corante penetrar na membrana celular 

por difusão passiva não – iônica, concentrando-se nos lisossomas, onde se fixa através 

de ligações eletrostáticas a grupos aniônicos (REPETTO & SANZ et al., 1993). A 

avaliação da viabilidade é feita espectroscopicamente, sendo a quantidade de células 

viáveis diretamente proporcional à absorbância da amostra. O teste de redução do MTT 

[brometo de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl-2,5-difenil tetrazolium)] avalia a viabilidade 

mitocondrial, uma vez que é reduzido pelas mitocôndrias viáveis, formando um 

precipitado insolúvel em água, o formazan. A avaliação da viabilidade, assim como do 

vermelho neutro, é feita espetroscopicamente e também é diretamente proporcional à 

absorbância, sendo o formazan diluído em álcool absoluto (DENIZOT & LANG et al., 

1986). Já o ensaio de quantificação de ácidos nucleicos permite uma determinação 

direta do número de células (AYOAMA et al., 2000). 





  



2 OBJETIVOS 

 

Considerando-se o grande potencial de sistemas nanoparticulados para 

administração sustentada de fármacos, suas vantagens em relação aos sistemas de 

administração convencionais, a escassez de trabalhos na literatura avaliando a 

toxicidade de nanomateriais (PASCHOALINO et al., 2010) e a ausência de trabalhos 

empreendendo aplicação tópica de nanopartículas poliméricas com ou recobertas por 

quitosana e contendo GSNO para tratamento de queimaduras, o objetivo geral deste 

trabalho foi avaliar os possíveis efeitos tóxicos in vitro e in vivo destas nanopartículas e 

de nanopartículas de prata, bem como o potencial de cicatrização das nanopartículas 

em modelo in vivo de queimadura térmica. 

 

2.1 Objetivos Específicos 

 

• Síntese, caracterização e decomposição de S-Nitrosoglutationa (GSNO); 

• Preparação e caracterização de nanopartículas poliméricas (alginato-quitosana e 

PCL recobertas por quitosana) contendo GSNO; 

• Avaliação da eficiência de encapsulação do GSNO nas nanopartículas; 

• Síntese e caracterização de nanopartículas de prata produzidas 

extracelularmente por método biotecnológico utilizando-se o fungo Fusarium 

oxysporum; 

• Avaliação dos efeitos tóxicos in vitro de GSNO (livre e encapsulado), 

nanopartículas poliméricas e nanopartículas de prata em cultura de células de 

linhagens pré-estabelecidas (V79 e 3T3) e em cultura primária de hepatócitos; 

• Avaliação dos efeitos tóxicos in vivo e do potencial de cicatrização de GSNO 

(livre e encapsulado) e de nanopartículas de prata em animais submetidos à 

queimadura térmica. 







  



3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Síntese e Decomposição de S-Nitrosoglutationa (GSNO) 

 

O GSNO foi sintetizado através de reação de S-Nitrosação direta de 

glutationa (GSH), de acordo com protocolo estabelecido por Hart (1985). Para tanto, 1,5 

g de glutationa (Sigma® G4251  98,0%) foram dissolvidos em 8 mL de HCl 0,5 M e 

misturados a uma quantidade equimolar (0,3 g) de NaNO2. A solução foi mantida em 

banho de gelo (~4ºC) durante 40 minutos, sob agitação magnética e proteção da luz. 

Em seguida, ainda sob as mesmas condições, foram adicionados 10 mL de acetona, 

mantendo-se a agitação por mais 10 minutos. O precipitado foi filtrado a vácuo e lavado 

cinco vezes com 5 mL de água destilada, seguido de 5 mL de acetona por três vezes e 

1 mL de éter etílico. Todos os solventes utilizados no processo de lavagem do 

precipitado estavam gelados. Após as lavagens, o sólido retido da filtração foi colocado 

em um tubo tipo Falcon, seco em liofilizador (Terroni® 3000 TT) por 24 horas e 

armazenado em freezer (-20ºC), sob proteção da luz. A síntese de GSNO foi 

confirmada através de espectrofotometria UV-Vis (Variant® Cary 50, λ 250-600 nm) e o 

rendimento do processo foi calculado segundo a equação abaixo (Equação 1): 

 

100
2
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+

−
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NaNOGSH

MiMf
R              (1) 

 

na qual R é o rendimento (%), Mf é a massa final de GSNO (obtida após a liofilização), 

Mi é a massa inicial de GSNO (antes da liofilização) e GSH e NaNO2 são as respectivas 

quantidades adicionadas na preparação. 

 

O monitoramento da decomposição de GSNO ao longo do tempo foi avaliado 

por espectrofotometria UV-Vis (Variant® Cary 50, λ 200-600 nm). A concentração de 

GSNO foi calculada de acordo com a Lei de Beer (Equação 2): 



cbA ..ε=       (2) 

 

na qual A é a absorbância,  é o coeficiente de absortividade de GSNO (  = 940,0 

mol.L-1.cm-1), b é o caminho óptico (b = 1,0 cm) e c é a concentração. 

 

3.2 Preparação das Nanopartículas Poliméricas 

 

3.2.1 Nanopartículas de Alginato-Quitosana (AG/CS) Contendo GSNO 

 

As AG/CS contendo GSNO foram preparadas pelo método de gelificação 

iônica, adaptado de Douglas et al. (2006). Para tanto, 0,01 g de alginato de sódio 

(Sigma® A2158 ~250 cps) foram dissolvidos em 200 mL de água deionizada (solução 

1). O pH desta solução foi ajustado para 4.0, utilizando-se HCl 1,0 M / NaOH 1,0 M. 

Concomitantemente, 5 mg de GSNO foram dissolvidos em 1 mL de solução de 

quitosana 1,33% (solução 2). Sob vigorosa agitação magnética (500 RPM), a solução 2 

foi gotejada pausadamente na solução 1 e a agitação foi mantida por uma hora, 

obtendo-se as nanopartículas. Todos os procedimentos descritos foram realizados em 

temperatura ambiente. As nanopartículas foram armazenadas sob refrigeração (4ºC) e 

proteção da luz, e caracterizadas através dos métodos descritos no item 3.5. 

 

3.2.2 Nanopartículas de Poli( -Caprolactona) Recobertas por Quitosana (PCL/CS) e 

Contendo GSNO 

 

As PCL/CS contendo GSNO foram preparadas pelo método de dupla 

emulsão (água/óleo/água) e evaporação do solvente, de acordo com protocolo 

estabelecido por Meng et al. (2003). Para tanto, uma fase aquosa foi preparada 

dissolvendo-se 0,02 g de GSNO em 1 mL de solução de poli(vinil álcool) (PVA) 0,5% 

(Sigma® P8136). Esta solução foi gotejada em uma fase orgânica contendo 0,06 g de 

poli( -Caprolactona) (PCL) (Sigma® 181609) dissolvidos em 10 mL de acetato de etila, 



sob agitação mecânica (Ultra-Turrax® T18) durante 60 segundos a 6000 rpm, formando 

uma emulsão água em óleo. Em seguida, esta solução foi vertida em outra fase aquosa 

contendo 1% de PVA, 0,9% de NaCl e 0,22% de quitosana, também sob agitação 

mecânica (Ultra-Turrax® T18) durante 90 segundos a 10.000 rpm, formando uma dupla 

emulsão (água em óleo em água). Em seguida, o solvente orgânico foi evaporado à 

baixa pressão em um rotaevaporador (Bucchi® RE 111). Todos os procedimentos 

descritos foram realizados em temperatura ambiente. As nanopartículas foram 

armazenadas sob refrigeração (4ºC) e proteção da luz, e caracterizadas através dos 

métodos descritos no item 3.5. 

 

3.3 Eficiência de Encapsulação do GSNO nas Nanopartículas 

 

A eficiência de encapsulação (EE) do GSNO nas nanopartículas poliméricas 

foi determinada através do método de ultrafiltração-centrifugação. Para tanto, 500 µL da 

dispersão de nanopartículas, diluída na proporção 1:5 (v/v), foram colocados em filtros 

Microcon® com corte de massa molar de 10.000 g/mol (Millipore® WCO 10.000), 

acoplados a micro tubos Eppendorf®; os quais foram centrifugados a 4000 g durante 10 

minutos (Eppendorf® 5424). O filtrado foi analisado por espectrofotometria UV-Vis 

(Hitachi® U-2000, λ 336 nm), a concentração de GSNO foi determinada a partir de uma 

curva de calibração previamente preparada (Anexo A) e a EE foi calculada através da 

equação abaixo (Equação 3): 
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na qual EE é a eficiência de encapsulação (%), [GSNO]inicial é a concentração de 

GSNO utilizada na preparação das nanopartículas e [GSNO]filtrada é a concentração 

de GSNO livre (não encapsulada) contida no sobrenadante filtrado. 

 



3.4 Síntese das Nanopartículas de Prata (AgNPs) 

A síntese das AgNPs foi realizada extracelularmente por método 

biotecnológico, utilizando-se a cepa 551 do fungo Fusarium oxysporum procedente do 

Laboratório de Genética e Biologia Molecular da Escola Superior de Agricultura “Luiz de 

Queiroz” (ESALQ-USP Piracicaba). O fungo foi incubado a 28ºC por 7 dias, em placas 

de Petri contendo meio sólido EMA (0,5% de extrato de levedura, 2% de extrato de 

malte e 2% de ágar) estéril. Após o período de incubação, a biomassa do fungo foi 

delicadamente retirada, pesada, adicionada em água destilada estéril (10 g 

biomassa/100 mL água) e mantida em um Erlenmeyer estéril a 28ºC e sob agitação de 

100 RPM durante 72 horas. Após este período, a biomassa foi peneirada e o 

sobrenadante (líquido fúngico) foi filtrado à vácuo. Para a redução dos íons de prata 

(Ag+  Ag0) e consequente síntese das nanopartículas, ao líquido fúngico foi 

adicionado nitrato de prata (AgNO3) em concentração 10-2 M (0,169 g AgNO3/100 mL 

líquido fúngico). A síntese das AgNPs foi confirmada por espectrofotometria UV-Vis 

(Hitachi® U-2000, λ 200-800 nm) (DURÁN et al., 2005). As nanopartículas foram 

armazenadas em temperatura ambiente e sob proteção da luz, e caracterizadas através 

dos métodos descritos no item 3.5. 

 

3.5 Caracterização das Nanopartículas 

 

3.5.1 Caracterização Físico-Química 

 

A caracterização e a estabilidade das nanopartículas foram avaliadas por 

espectroscopia de correlação de fótons (Zetasizer Nano ZS, Malvern®), através de 

medidas do diâmetro médio por intensidade de luz espalhada, distribuição de tamanho 

e potencial Zeta das nanopartículas. Para as análises, as nanopartículas foram diluídas 

(AG/CS contendo GSNO na proporção 1:1 (v/v) em solução de KCl 1 mM; PCL/CS 

contendo GSNO na proporção 1:4 (v/v) em água deionizada e, em seguida, na 

proporção 1:33,3 (v/v) em água deionizada; e AgNPs na proporção 1:20 (v/v) em 



solução de KCl 1 mM) e colocadas em uma cubeta de eletroforese. As medidas foram 

realizadas a uma temperatura constante de 25ºC e ângulo de detecção de 173º. 

 

3.5.2 Caracterização Morfológica 

 

3.5.2.1 Nanopartículas Poliméricas 

 

As nanopartículas poliméricas foram caracterizadas morfologicamente 

através de microscopia eletrônica de varredura (MEV), com tensão de aceleração de 20 

kV (Jeol® JSM-6360LV). Para tanto, uma gotícula da dispersão coloidal foi colocada 

sobre uma fita de carbono fixada a um porta-amostra de latão. Após a secagem natural 

(em temperatura ambiente) da gotícula, o porta-amostra foi metalizado com ouro e 

paládio em um metalizador (Baltec®) através do processo de sputtering, no qual o 

metal é evaporado e uma fina camada é depositada sobre a amostra. 

 

3.5.2.2 Nanopartículas de Prata (AgNPs) 

 

As AgNPs foram caracterizadas morfologicamente através de microscopia 

eletrônica de transmissão (MET). Para tanto, uma gotícula da dispersão diluída foi 

depositada em um suporte de cobre (Cooper Grids, Ted Pella®) recoberto com um filme 

de parlódio revestido com carbono. As análises foram realizadas em um microscópio 

eletrônico de transmissão Carl Zeiss® CEM-902, equipado com filtro de energia 

(Castaing- Henry-Ottensmeyer) (DURÁN et al., 2007). 

 

3.6 Administração Tópica das Nanopartículas 

 

Para o tratamento das lesões provocadas pela queimadura induzida aos 

animais, os sistemas nanoparticulados foram associados a um gel preparado com 

hidroxietilcelulose (Natrosol®), um polímero não iônico solúvel em água, atóxico, 

aprovado pelo FDA e amplamente utilizado pela indústria cosmética como espessante e 



estabilizante em géis, cremes e loções. O gel puro, utilizado no grupo controle, foi 

preparado a 2% (2 g Natrosol®/100 g gel), dissolvendo-se 2 g de Natrosol® em 98 mL 

de água deionizada. O gel contendo GSNO livre foi preparado dissolvendo-se 12 mg de 

GSNO em 98 mL de água destilada, os quais foram misturados a 2 g de Natrosol®. O 

gel contendo GSNO encapsulado foi preparado gotejando-se 8,6 mL da dispersão de 

nanopartículas (equivalente a 12 mg de GSNO) em 100 g de gel puro previamente 

preparado. Para o preparo do gel contendo AgNPs, 2 g de Natrosol® foram dissolvidos 

em 98 mL da dispersão. Os géis foram preparados semanalmente em temperatura 

ambiente, sob vigorosa agitação magnética e proteção da luz, e armazenados sob 

refrigeração (4ºC) e proteção da luz. 

 

3.7 Avaliação do Potencial Citotóxico de GSNO e das Nanopartículas 

 

Para avaliar a influência da composição e de diferentes concentrações dos 

compostos estudados na viabilidade celular, foram realizados estudos de citotoxicidade 

comparativos dos efeitos destes compostos em cultura de células (V79, 3T3 e 

hepatócitos). Estes estudos permitem a comparação quantitativa da resposta de um 

mesmo composto em diferentes sistemas ou de vários compostos em um único sistema 

(EISENBRAND et al., 2002; MELO et al., 2004). 

 

3.7.1 Cultura de Células V79 

 

Células V79 são fibroblastos de uma linhagem de células permanente (clone 

M-8) proveniente de pulmão de Hamster Chinês (Cricetulus griseus) e que apresentam 

características fundamentais para estudos de citotoxicidade, como velocidade de 

proliferação e eficiência de clonagem elevadas, estabilidade do cariótipo e manutenção 

das propriedades originais após criopreservação (RODRIGUEZ & HAUN, 1999). Os 

fibroblastos foram cultivados continuamente, através de repiques periódicos. O cultivo 

foi realizado em meio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM), suplementado com 10% 

de soro fetal bovino (SFB) e contendo antibióticos (100 UI/mL de penicilina e 100 µg/mL 



de sulfato de estreptomicina), em incubadora umidificada com 5% de CO2, a 37ºC. A 

contagem de células viáveis foi realizada através do método de exclusão do corante 

vital Azul de Trypan. Foram plaqueadas 3 × 104 células viáveis/mL (100 µL/cavidade) 

em placas de 96 cavidades, as quais foram posteriormente incubadas a 37ºC por 48 

horas. Após este período, o meio de cultura foi retirado e as células foram tratadas com 

meio DMEM suplementado e contendo diferentes concentrações dos compostos 

estudados, durante 24 horas (CORRÊA et al., 2005). 

 

3.7.2 Cultura de Células 3T3 

 

Células 3T3 são fibroblastos de uma linhagem de células permanente 

proveniente de camundongos BALB/c. Os fibroblastos foram cultivados continuamente, 

através de repiques periódicos. O cultivo foi realizado em meio DMEM suplementado 

(10% de SFB) e contendo antibióticos (100 UI/mL de penicilina e 100 µg/mL de sulfato 

de estreptomicina), em incubadora umidificada com 5% de CO2, a 37ºC. A contagem de 

células viáveis foi realizada através do método de exclusão do corante vital Azul de 

Trypan. Foram plaqueadas 4 × 104 células viáveis/mL em placas de 96 cavidades, as 

quais foram posteriormente incubadas a 37ºC por 48 horas. Após este período, o meio 

de cultura foi retirado e as células foram tratadas com meio DMEM suplementado e 

contendo diferentes concentrações dos compostos estudados, durante 24 horas. 

 

3.7.3 Cultura Primária de Hepatócitos 

 

A análise do perfil hepatotóxico de fármacos e xenobióticos em geral é 

essencial, uma vez que o fígado metaboliza, neutraliza e elimina substâncias tóxicas 

absorvidas. Portanto, estudos de citotoxicidade utilizando células de fígado 

(hepatócitos) são muito relevantes. Os hepatócitos foram extraídos do fígado de ratos 

Wistar machos, pesando entre 250-300 g, através da técnica de perfusão em duas 

etapas, modificada (GUGUEN-GUILLOUZO & GUILLOUZO, 1986): os animais foram 

anestesiados por via intramuscular com cloridrato de ketamina 10% (100 mg/kg de peso 



– Dopalen, Vetbrands®) e cloridrato de xilasina 2% (10 mg/kg de peso – Anasedan, 

Vetbrands®) (FLECKNELL, 1996). Uma secção abdominal foi feita de maneira a expor 

a veia porta hepática, a qual foi obstruída com um fio de algodão e na qual foi feita uma 

pequena incisão, permitindo a introdução da cânula para perfusão. Imediatamente, o 

coração dos animais foi dissecado para o sacrifício dos mesmos. O fígado foi então 

perfundido com solução salina equilibrada de Hank (HBBS) por 20 minutos, a 25 

mL/min. Posteriormente, foi novamente perfundido com HBBS contendo colagenase 

(0,05% colagenase e CaCl2 1 mM) por 20 minutos, a 15 mL/min. Os hepatócitos, 

descolados pela ação da colagenase, foram resuspensos em meio DMEM 

suplementado (10% de SFB, 50 µg/mL de penicilina, 50 UI/mL de sulfato de 

estreptomicina, 0,2% de albumina e 0,1 UI/mL de insulina bovinas, dexametasona 10-6 

M e 1% de dimetilsulfóxido). A contagem de células viáveis foi realizada através do 

método de exclusão do corante vital Azul de Trypan. Em cada cavidade de placas com 

96 cavidades foram plaqueadas 6 × 105 células viáveis/mL, as quais foram 

posteriormente incubadas a 37ºC por 4 horas, em incubadora umidificada com 5% de 

CO2 – permitindo a adesão das células às cavidades. Após este período, o meio de 

cultura foi trocado para remoção de células que não aderiram às cavidades. 

Posteriormente, as células foram tratadas com meio DMEM suplementado (excetuando-

se o SFB) e contendo diferentes concentrações dos compostos estudados, e 

novamente incubadas a 37ºC por 24 horas (CORRÊA et al., 2005). 

 

3.7.4 Ensaios de Toxicidade in vitro 

 

3.7.4.1 Incorporação do Corante Vermelho Neutro (VN) 

 

O ensaio de incorporação do corante Vermelho Neutro foi realizado de 

acordo com Borenfreund & Puerner (1985). Após o período de tratamento, o meio de 

cultura foi retirado e as células foram tratadas com DMEM sem suplementação, 

contendo 50 g/mL de VN, e novamente incubadas a 37ºC por 4 horas. Após este 

período, o meio de cultura foi retirado e as células foram lavadas duas vezes com PBS 



para retirada do excesso de corante não incorporado pelos lisossomos. Em seguida, 

uma solução aquosa contendo 1% de ácido acético glacial e 50% de etanol foi 

adicionada para fixar as células e extrair o corante incorporado. As placas foram então 

colocadas em um leitor de placas de ELISA (BioTek® uQuant) e a viabilidade celular foi 

avaliada por espectrofotometria UV-Vis (λ 540 nm). 

 

3.7.4.2 Redução do MTT 

 

O ensaio de redução do brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl-2,5-difenil] 

tetrazolium (MTT) foi realizado de acordo com Denizot & Lang (1986). Após o período 

de tratamento, o meio de cultura foi retirado e as células foram lavadas com PBS, 

tratadas com 100 L de DMEM contendo MTT (1 mg/mL) e incubadas a 37ºC por 4 

horas. Em seguida, foi adicionado etanol absoluto para solubilizar o formazan. As 

placas foram então colocadas em um leitor de placas de ELISA (BioTek® uQuant) e a 

viabilidade mitocondrial foi avaliada por espectrofotometria UV-Vis (λ 570 nm). 

 

3.7.4.3 Conteúdo de Ácidos Nucleicos 

 

O ensaio para quantificação de ácidos nucleicos foi realizado de acordo com 

Cingi et al. (1991). Após o período de tratamento, o meio de cultura foi retirado e as 

células foram lavadas duas vezes com PBS e posteriormente com etanol. As placas 

foram deixadas para secar naturalmente. Em seguida, 100 L de NaOH 0,5 M foram 

adicionados às placas, as quais foram incubadas a 37ºC por uma hora, para lise celular 

e liberação do ácido nucleico. As placas foram então colocadas em um leitor de placas 

de ELISA (BioTek® uQuant) e o conteúdo de ácidos nucleicos foi avaliado por 

espectrofotometria UV-Vis (λ 260 nm). 

 

 

 

 



3.8 Avaliação do Potencial Tóxico de GSNO e das Nanopartículas em 

Animais Induzidos à Queimadura Térmica 

 

Os protocolos envolvendo o uso de animais em experimentação foram 

realizados de acordo com os Princípios Éticos na Experimentação Animal adotados 

pela Sociedade Brasileira de Ciência em Animais de Laboratório (SBCAL) e aprovados 

pela Comissão de Ética no Uso de Animais da UNICAMP (CEUA – UNICAMP), em 04 

de abril de 2011, sob protocolo nº 2361-1 (Anexo B). 

 

3.8.1 Animais 

 

Os animais envolvidos no projeto foram recebidos sete dias antes do início 

dos experimentos, para aclimatação, e mantidos em gaiolas coletivas até o início dos 

mesmos. Foram utilizados 80 ratos Wistar (Rattus norvegicus) machos, pesando cerca 

de 250-300 g, provenientes do Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica na 

Área da Ciência de Animais de Laboratório da Universidade Estadual de Campinas 

(CEMIB – UNICAMP). Os animais foram mantidos no biotério do Hospital SOBRAPAR – 

Crânio e Face, em ambiente com temperatura controlada de 22 ± 2ºC e ciclo 12h 

claro/escuro, com ração comercial padrão (Nuvilab® CR1) e água ad libitum. 

 

3.8.2 Padronização dos Grupos 

 

Os animais foram classificados em quatro grupos, de acordo com o 

tratamento recebido após a indução da queimadura térmica: 

 

C: Grupo controle, tratado com gel puro (n = 20) 

G: Grupo tratado com gel contendo GSNO livre (n = 20) 

NG: Grupo tratado com gel contendo GSNO encapsulado em PCL/CS (n = 20) 

AG: Grupo tratado com gel contendo AgNPs (n = 20) 



Cada grupo foi 

com os diferentes períodos

 

3.8.3 Indução da Queimad

 

Para a indução

intramuscular com cloridr

Vetbrands®) e cloridrato d

(FLECKNELL, 1996). Poste

decúbito dorsal sobre um m

cm de diâmetro – baseado

Em seguida, molde e anim

contendo água a uma temp

à exposição, a reidratação 

peso), por via subcutânea

animais foram colocados e

pela queimadura, dipirona

fornecida aos animais dura

 

 

 

Figura 16 - Molde de borracha is

indução da queimadura térmica n

ainda subdividido em quatro subgrupos (n

s de tratamento/eutanásia (7, 14, 21 e 35 dia

dura Térmica 

o da queimadura, os animais foram ane

rato de ketamina 10% (100 mg/kg de 

de xilasina 2% (10 mg/kg de peso – Anase

eriormente, os animais foram tricotomizado

molde de borracha isolante, com abertura ce

o em modelo publicado por Walker et al. (

mal foram expostos a um banho-maria (T

mperatura constante de 90ºC, por 6 segundo

 foi realizada aplicando-se solução salina a 

a, na área lesionada. Após a indução da

em gaiolas individualizadas. Para o alívio 

a sódica (50 mg/kg de peso) foi admin

ante os três primeiros dias pós-queimadura. 

solante, com abertura central circular de 3 cm de d

nos animais. Baseado no modelo publicado por Walker

n = 5), de acordo 

as). 

estesiados por via 

peso – Dopalen, 

edan, Vetbrands®) 

os e colocados em 

entral circular de 3 

1968) (Figura 16). 

Tecnal® TE-0541) 

os. Imediatamente 

a 0,9% (1 mL/kg de 

a queimadura, os 

da dor provocada 

nistrada na água 

 

iâmetro, utilizado para 

r et al. (1968). 



3.8.4 Tratamento das Queimaduras e Coleta das Amostras 

 

O tratamento das lesões foi realizado todos os dias, duas vezes ao dia, 

aplicando-se cerca de 0,1 g de gel na área lesionada, a qual não foi coberta. Após o 

período de tratamento, os animais foram anestesiados por via intramuscular com 

cloridrato de ketamina 10% (100 mg/kg de peso – Dopalen, Vetbrands®) e cloridrato de 

xilasina 2% (10 mg/kg de peso – Anasedan, Vetbrands®) (FLECKNELL, 1996), e uma 

secção torácica foi feita de maneira a expor a aorta para a coleta (em seringa 

heparinizada) de cerca de 4 mL de sangue – os quais foram utilizados para análise dos 

parâmetros bioquímicos e hematológicos e análise da concentração de prata, descritos 

nos itens 3.8.5, 3.8.6 e 3.8.7, respectivamente. Após a coleta do sangue, os animais 

foram eutanasiados por deslocamento cervical e foram coletados pele (intacta e 

lesionada) do dorso, fígado, rins, pulmão e baço para análise da concentração de prata 

e avaliação do processo de cicatrização, descritos nos itens 3.8.7 e 3.9, 

respectivamente. 

 

3.8.5 Avaliação dos Parâmetros Bioquímicos 

 

Imediatamente à coleta, parte do sangue coletado na seringa (cerca de 3,5 

mL) foi cuidadosamente colocada em tubos com gel separador contendo heparina 

(Vacuette®). O sangue foi centrifugado (Centribio® TDL80-2B) a 2500 rpm por 10 

minutos, resultando na separação entre plasma e elementos figurados. O plasma obtido 

foi cuidadosamente retirado e congelado em freezer (-20ºC) para posterior análise 

quanto aos parâmetros: creatinina, ureia, proteínas totais, aspartato aminotransferase 

(AST) e alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina e glicose. Todas as análises 

foram realizadas utilizando-se kits Labtest® específicos para cada parâmetro e 

seguindo-se as instruções determinadas pelo fabricante, em um analisador 

semiautomático Bioplus® BIO-2000. 

 

 



3.8.6 Avaliação dos Parâmetros Hematológicos 

 

Imediatamente à coleta, uma pequena parte do sangue coletado na seringa 

(0,5 mL) foi cuidadosamente colocada em micro tubos contendo EDTA (Sunphoria Co. 

Ltda. MC0582). O sangue foi aspirado e analisado através de um contador automático 

de células sanguíneas (Sysmex® KX-21-N), obtendo-se a análise de 18 parâmetros 

com os histogramas das séries vermelha, branca e plaquetária. 

 

3.8.7 Biodistribuição de Prata em Sangue e Órgãos 

 

A análise da concentração de prata presente no sangue e em diferentes 

órgãos (pele, fígado, rins, pulmão e baço) foi realizada por espectrometria de emissão 

óptica por plasma indutivamente acoplado (ICP-OES). Para tanto, 400 mg de amostra 

foram digeridos com HNO3 concentrado, seguido de H2O2 (30%). 

 

3.9 Avaliação do Potencial de Cicatrização de GSNO e das 

Nanopartículas nos Animais Induzidos à Queimadura 

 

3.9.1 Redução das Lesões 

 

A redução das lesões foi acompanhada macroscopicamente através de 

medidas do diâmetro da área lesionada, em centímetros, com um paquímetro 

Mitutoyo®, 24 horas após a indução da queimadura e posteriormente 7, 14, 21 e 35 

dias após a indução. 

 

3.9.2 Avaliação do Processo de Cicatrização 

 

Após a eutanásia dos animais, os fragmentos de pele coletados foram 

lavados com tampão fosfato-salino e, em seguida, mantidos em frascos contendo 

solução de paraformaldeído 4%, durante 24 horas, para adequada fixação. 



Posteriormente, os fragmentos foram processados com álcool em crescentes 

concentrações (70%, 80%, 90%, 95% e 100%) para desidratação do tecido. Após a 

etapa de desidratação, os fragmentos foram mergulhados em solução de xilol, para 

completa remoção do álcool e posterior impregnação em parafina. A partir dos blocos 

de parafina, secções longitudinais de 5,0 µm de espessura foram obtidas com um 

micrótomo manual e fixadas em lâminas de microscopia, as quais foram coradas com 

Hematoxilina e Eosina (HE). Os cortes foram avaliados quanto à morfologia, 

vascularização e presença de marcadores que evidenciassem o processo de 

cicatrização (como aumento da celularidade local e diferenciação de fibroblastos em 

miofibroblastos), através de microscopia de luz convencional utilizando o microscópio 

FW 4500 B, da Leica®. 

.  

3.10 Análises Estatísticas 

 

Os gráficos de preparação e caracterização de GSNO e das nanopartículas e 

os gráficos dos testes in vitro foram realizados utilizando-se o software OriginPro® 8 (v. 

8.0724 B724). Os gráficos e as análises estatísticas dos testes in vivo foram realizados 

utilizando-se o software GraphPad Prism® 5 (v. 5.04). As análises estatísticas foram 

realizadas utilizando-se Two-way ANOVA e Bonferroni (pós-teste). Foram considerados 

significativos os valores de p para os quais p<0.05.  





  



4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Síntese e Decomposição de S-Nitrosoglutationa (GSNO) 

 

A síntese de GSNO foi confirmada pelo pico de máxima intensidade de 

absorção em 336 nm (Figura 17), característica do grupo S-NO (  = 940 mol.L-1.cm-1) 

(MARCATO et al., 2011; SEABRA et al., 2004b; SHISHIDO et al., 2003; DE OLIVEIRA 

et al., 2002; HART, 1985). O rendimento em massa do processo de síntese foi de 

47,30% ± 5,88. Este valor baixo de rendimento pode estar associado às perdas de 

massa durante os processos de lavagem e filtração do GSNO. Entretanto, a conversão 

de GSH em GSNO foi de 82,27% ± 15,76. 
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Figura 17 - Espectro UV-Vis da síntese de GSNO. A seta indica o pico de máxima intensidade de absorção do 
composto (336 nm), característica do grupo S-NO. 



A decomposição de GSNO foi avaliada a partir de duas amostras (A e B) 

sintetizadas em dias diferentes; as quais foram armazenadas em freezer (-20ºC) sob 

proteção da luz e acompanhadas durante 3 e 8 meses após a síntese, respectivamente. 

A decomposição foi evidenciada pela diminuição do pico de máxima intensidade de 

absorção em 336 nm, atribuída à clivagem homolítica da ligação S-N, com consequente 

liberação de NO e formação de GSH oxidada – evidenciada pelo aparecimento de um 

pico de máxima intensidade de absorção em torno de 250 nm (Figura 18) (DE 

OLIVEIRA et al., 2002). Após 3 meses, a concentração de GSNO da amostra A passou 

de 0,59 mg/mL para 0,53 mg/mL (redução de 10,17%); enquanto que a concentração 

da amostra B, após 8 meses, passou de 1,15 mg/mL para 0,80 mg/mL (redução de 

30,43%). Para cada teste in vitro ou in vivo, uma nova amostra de GSNO foi sintetizada 

e utilizada em até 7 dias, garantindo pouca ou nenhuma decomposição do composto. 
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Figura 18 - Espectros UV-Vis da decomposição de duas amostras de GSNO (A e B), sintetizadas em dias 
diferentes, 3 e 8 meses após a síntese, respectivamente. 



4.2 Caracterização das Nanopartículas 

 

4.2.1 Nanopartículas de Alginato-Quitosana (AG/CS) 

Os valores de diâmetro médio (Z-average), distribuição de tamanho (PdI) e 

potencial Zeta obtidos após a preparação das AG/CS e das AG/CS contendo GSNO 

estão apresentados na Figura 19 e na Tabela 1. A estabilidade físico-química das 

nanopartículas foi avaliada ao longo de 28 dias, com intervalos de 7 dias. 

 

0 7 14 21 28

0

20

40

60
 AG/CS

 AG/CS GSNO

P
o
te

n
c
ia

l 
Z

e
ta

 (
m

V
)

Dias

0 7 14 21 28

0

200

400

600

Z
-a

v
e

ra
g

e
 (

n
m

)

P
d

I

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0
 AG/CS

 AG/CS GSNO

 

 

Figura 19 - Estabilidade físico-química de AG/CS e AG/CS contendo GSNO, armazenadas sob refrigeração 
(4ºC) e proteção da luz, imediatamente após o preparo (dia 0) e ao longo de 28 dias. Barras indicam diâmetro 
médio (acima) e potencial Zeta (abaixo). Linhas indicam distribuição de tamanho (PdI). 

 

 



Tabela 1 – Diâmetro médio, distribuição de tamanho e potencial Zeta de AG/CS e 
AG/CS contendo GSNO 

  AG/CS  AG/CS contendo GSNO 

Tempo (dias) DM (nm) PdI Zeta (mV) DM (nm) PdI Zeta (mV) 

0 312,3 ± 10,9 0,408 ± 0,1 +38,30 ± 0,5 321,0 ± 12,2 0,511 ± 0,1 +37,60 ± 0,6 

7 336,1 ± 11,7 0,301 ± 0,2 +45,40 ± 6,7 351,1 ± 15,1 0,564 ± 0,2 +36,53 ± 7,8 

14 376,7 ± 15,2 0,418 ± 0,2 +49,90 ± 1,2 369,7 ± 10,0 0,542 ± 0,2 +37,07 ± 16,2 

21 334,8 ± 20,5 0,350 ± 0,1 +37,70 ± 8,7 352,5 ± 25,0 0,531 ± 0,2 +25,57 ± 10,8 

28 418,2 ± 17,3 0,490 ± 0,0 +16,10 ± 0,9 482,7 ± 106,3 0,476 ± 0,0 +15,07 ± 1,9 

 
DM = diâmetro médio (avaliado por intensidade de luz espalhada); PdI = distribuição de tamanho 
* Valores expressos em média ± desvio padrão (n = 3) 

 

 

As AG/CS obtidas apresentaram diâmetro médio de 312,3 ± 10,9 nm e carga 

superficial positiva (+38,30 ± 0,5 mV). Uma vez que o alginato possui carga negativa, 

estes resultados sugerem um excesso de quitosana, a qual possui carga positiva, na 

superfície das nanopartículas. As AG/CS contendo GSNO apresentaram diâmetro 

médio de 321,0 ± 12,2 nm e potencial Zeta de +37,60 ± 0,6 mV. Estes resultados 

indicam que a encapsulação de GSNO não alterou significativamente as características 

físico-químicas das nanopartículas. Os valores de potencial Zeta das nanopartículas, 

em torno de +30,0 mV, teoricamente indicam alta estabilidade físico-química das 

dispersões, por proporcionarem maior repulsão eletrostática entre as nanopartículas, 

evitando a agregação das mesmas (LEBRE et al., 2012). Após 28 dias, os valores de 

potencial Zeta reduziram cerca de 2,5 vezes; enquanto que os diâmetros médios 

aumentaram cerca de 1,5 vez – sugerindo uma possível agregação das nanopartículas, 

provavelmente devido à menor repulsão eletrostática entre elas. A eficiência de 

encapsulação do GSNO das nanopartículas foi bastante baixa (18,6 ± 6,8%), 

alcançando valores próximos de zero nas primeiras 24 horas após a encapsulação – 

podendo ser devido à alta afinidade de GSNO pela fase aquosa da dispersão. Não foi 

possível a observação das nanopartículas por MEV, devido à coalescência das 

mesmas durante o processo de secagem necessário para a realização da microscopia. 



A estabilidade das nanopartículas também pode ser atribuída à presença de 

quitosana, que proporciona estabilidade estérica a elas. Em contrapartida, a quitosana 

pode aumentar consideravelmente o diâmetro das nanopartículas, dependendo da 

concentração utilizada na preparação das mesmas. Em estudos pré-otimização de 

AG/CS contendo amoxicilina, Arora et al. (2011) observaram relação direta entre o 

diâmetro médio das nanopartículas e a concentração de quitosana – triplicando-se a 

concentração de quitosana, o diâmetro médio obtido foi cerca de 2,5 vezes maior. 

Resultados semelhantes foram obtidos por Motwani et al. (2008), os quais observaram 

que triplicando-se as concentrações de alginato e quitosana, o diâmetro médio das 

nanopartículas foi cerca de 3 vezes maior (205,0 nm para concentrações de 0,2% de 

alginato e 0,1% de quitosana versus 572,0 nm para concentrações de 0,6% de alginato 

e 0,3% de quitosana). 

 

4.2.2 Nanopartículas de PCL Recobertas por Quitosana (PCL/CS) 

 

Inicialmente, foram preparadas nanopartículas de PCL recobertas com 

quitosana (PCL/CS) com quatro diferentes volumes finais (10 mL, 15 mL, 30 mL e 40 

mL), para avaliação da amostra mais concentrada sem interferências relevantes nos 

parâmetros físico-químicos. Os valores de diâmetro médio (Z-average), distribuição de 

tamanho e potencial Zeta obtidos após a preparação das nanopartículas estão 

apresentados na Figura 20 e na Tabela 2. A estabilidade físico-química das 

nanopartículas foi avaliada ao longo de 28 dias, com intervalos de 7 dias. 
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Figura 20 - Estabilidade físico-química de PCL/CS com diferentes volumes finais (10 mL, 15 mL, 30 mL e 40 
mL), armazenadas sob refrigeração (4ºC) e proteção da luz, imediatamente após o preparo (dia 0) e ao longo 
de 28 dias. Barras indicam diâmetro médio (acima) e potencial Zeta (abaixo). Linhas indicam distribuição de 
tamanho (PdI). As cores indicam os diferentes volumes finais: 10 mL (vermelho), 15 mL (azul), 30 mL (verde) 
e 40 mL (amarelo). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tabela 2 – Diâmetro médio, distribuição de tamanho e potencial Zeta de PCL/CS 
com diferentes volumes finais 

 PCL/CS 10 mL  PCL/CS 15 mL  
Tempo (dias) DM (nm) PdI Zeta (mV) DM (nm) PdI Zeta (mV) 

0 508,5 0,289 +11,00 461,8 0,282 +10,20 

7 562,4 0,372 +15,90 505,2 0,339 +9,12 

14 535,3 0,359 +16,80 489,1 0,283 +9,63 

21 532,6 0,294 +13,90 468,2 0,274 +11,00 

28 511,5 0,271 +11,40 467,7 0,338 +8,85 

 
 PCL/CS 30 mL  PCL/CS 40 mL  

Tempo (dias) DM (nm) PdI Zeta (mV) DM (nm) PdI Zeta (mV) 

0 449,8 0,350 +26,00 442,4 0,337 +31,50 

7 444,1 0,248 +10,70 497,2 0,350 +37,20 

14 503,5 0,279 +25,40 541,4 0,286 +38,10 

21 507,8 0,445 +23,30 506,5 0,347 +35,90 

28 465,8 0,281 +16,90 574,8 0,355 +40,70 

 
DM = diâmetro médio (avaliado por intensidade de luz espalhada); PdI = distribuição de tamanho 

 

 

Não houve diferenças significativas entre as quatro formulações quanto aos 

parâmetros físico-químicos avaliados. As nanopartículas apresentaram carga superficial 

positiva, confirmando o recobrimento de sua superfície com quitosana. Embora os 

valores de potencial Zeta das PCL/CS com volume final de 10 mL tenham sido baixos, 

esta preparação foi escolhida para os estudos posteriores por ser a mais concentrada, 

permitindo a utilização de um menor volume de dispersão para obtenção da 

concentração de GSNO desejada no gel posteriormente aplicado nos animais. Através 

da imagem obtida por MEV, foi possível observar PCL/CS esféricas e relativamente 

homogêneas (Figura 21). 
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Figura 21 - Imagem obtida por MEV de PCL/CS com volume final de 10 mL (x 2,000). 

 

 

4.2.3 Nanopartículas de PCL Recobertas por Quitosana (PCL/CS) e Contendo GSNO 

 

PCL/CS contendo GSNO foram preparadas com quatro diferentes 

concentrações do composto (10 mg, 15 mg, 20 mg e 25 mg), para avaliação da maior 

concentração possível sem interferência nas características físico-químicas das 

nanopartículas. Os valores de diâmetro médio (Z-average), distribuição de tamanho e 

potencial Zeta obtidos após a preparação das nanopartículas estão apresentados na 

Figura 22 e na Tabela 3. A estabilidade físico-química das nanopartículas foi avaliada 

ao longo de 28 dias, com intervalos de 7 dias. 
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Figura 22 - Estabilidade físico-química de PCL/CS contendo diferentes concentrações de GSNO (10 mg, 15 
mg, 20 mg e 25 mg), armazenadas sob refrigeração (4ºC) e proteção da luz, imediatamente após o preparo 
(dia 0) e ao longo de 28 dias. Barras indicam diâmetro médio (acima) e potencial Zeta (abaixo). Linhas 
indicam distribuição de tamanho (PdI). As cores indicam as diferentes concentrações de GSNO utilizadas na 
preparação das nanopartículas: 10 mg (vermelho), 15 mg (azul), 20 mg (verde) e 25 mg (amarelo). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Tabela 3 – Diâmetro médio, distribuição de tamanho, potencial Zeta e eficiência de 
encapsulação (EE) de PCL/CS contendo GSNO em diferentes concentrações 

 

  PCL/CS 10 mg   PCL/CS 15 mg  

Tempo (dias) DM (nm) PdI Zeta (mV) EE DM (nm) PdI Zeta (mV) EE 

0 447,1 0,378 +30,6 7,46 mg 566,4 0,423 +42,6 10,96 mg 

7 442,9 0,385 +29,9 - 865,1 0,419 +46,9 - 

14 545,0 0,477 +17,1 - 791,0 0,470 +46,0 - 

21 443,8 0,340 +15,5 - 757,2 0,317 +44,3 - 

28 557,3 0,444 +19,2 - 728,9 0,334 +45,2 - 

 
  PCL/CS 20 mg   PCL/CS 25 mg  

Tempo (dias) DM (nm) PdI Zeta (mV) EE DM (nm) PdI Zeta (mV) EE 

0 478,2 0,522 +23,7 15,60 mg 430,8 0,254 +34,3 9,90 mg 

7 453,9 0,267 +23,6 - 537,5 0,382 +42,4 - 

14 421,1 0,217 +14,2 - 578,3 0,414 +38,1 - 

21 492,5 0,305 +21,2 - 481,0 0,361 +36,2 - 

28 426,8 0,246 +18,8 - 558,8 0,368 +34,1 - 

 
DM = diâmetro médio (avaliado por intensidade de luz espalhada); PdI = distribuição de tamanho; EE = 
eficiência de encapsulação 

 

 

Não houve diferenças significativas entre as formulações quanto ao diâmetro 

médio; com exceção das PCL/CS contendo 15 mg de GSNO, as quais apresentaram-se 

cerca de 1,3 vez maiores que as demais. As nanopartículas apresentaram carga 

superficial positiva, confirmando o recobrimento de sua superfície com quitosana. A 

concentração de GSNO encapsulado aumentou conforme aumentou a concentração 

adicionada na preparação das nanopartículas; com exceção das nanopartículas 

preparadas com 25 mg de GSNO, as quais apresentaram eficiência de encapsulação 

(EE) menor que as preparadas com 20 mg. Esta diminuição pode estar relacionada à 

capacidade de carregamento das nanopartículas ou à baixa afinidade do GSNO 

(hidrofílico) pelos polímeros (hidrofóbicos) – portanto, a EE pode não apresentar uma 

relação linear com o aumento da massa dos polímeros utilizada nas preparações. Além 

disso, o aumento da massa dos polímeros possivelmente altera a viscosidade e a 



lipofilicidade do meio, o que também pode interferir na EE. Sendo assim, as PCL/CS 

contendo 20 mg de GSNO foram escolhidas para os estudos posteriores por 

apresentarem a maior massa de GSNO encapsulada. Para validar sua 

reprodutibilidade, três amostras foram preparadas no mesmo dia. Os valores de 

diâmetro médio (Z-average), distribuição de tamanho e potencial Zeta obtidos após a 

preparação das nanopartículas estão apresentados na Figura 23 e na Tabela 4. A 

estabilidade físico-química das nanopartículas foi avaliada ao longo de 28 dias, com 

intervalos de 7 dias. 
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Figura 23 - Estabilidade físico-química de três amostras, preparadas no mesmo dia, de PCL/CS contendo 20 
mg de GSNO, armazenadas sob refrigeração (4ºC) e proteção da luz, imediatamente após o preparo (dia 0) e 
ao longo de 28 dias. Barras indicam diâmetro médio (acima) e potencial Zeta (abaixo). Linhas indicam 
distribuição de tamanho (PdI). As cores indicam as diferentes amostras: amostra 1 (vermelho), amostra 2 
(azul) e amostra 3 (verde). 

 

 



Tabela 4 – Diâmetro médio, distribuição de tamanho e potencial Zeta de PCL/CS 
contendo 20 mg de GSNO 

 
  Amostra 1  Amostra 2  Amostra 3 

Tempo (dias) DM (nm) PdI Zeta (mV) DM (nm) PdI Zeta (mV) DM (nm) PdI Zeta (mV) 

0 440,8 0,261 +24,6 456,1 0,372 +28,6 402,4 0,263 +28,0 

7 453,9 0,267 +23,6 465,4 0,240 +17,3 394,2 0,267 +18,3 

14 421,1 0,217 +14,2 496,1 0,335 +27,2 441,7 0,290 +24,2 

21 492,5 0,305 +21,2 517,2 0,285 +25,1 411,1 0,262 +31,1 

28 426,8 0,246 +18,8 468,2 0,274 +19,6 441,7 0,266 +24,9 

 
DM = diâmetro médio (avaliado por intensidade de luz espalhada); PdI = distribuição de tamanho 

 

 

Não houve diferenças significativas entre as amostras em relação aos 

parâmetros físico-químicos avaliados. Logo após a preparação, as nanopartículas 

apresentaram diâmetro médio de 433,1 ± 27,6 nm, distribuição de tamanho de 0,298 ± 

0,06 e potencial Zeta de +27,0 ± 2,15 mV. A eficiência de encapsulação foi de 12,7 ± 

2,7 mg de GSNO (61,6 ± 11,5%) – relativamente alta, considerando-se que o GSNO é 

altamente hidrofílico e tende a permanecer na fase aquosa da dispersão. 

Para complementar as análises por espectroscopia de correlação de fótons 

(ECF), Nanoparticle Tracking Analysis1 (NTA) foi realizada para caracterizar as 

nanopartículas quanto ao diâmetro médio, utilizando-se o microscópio digital LM10 

System, da NanoSight®. Esta técnica permite a análise em tempo real do movimento 

Browniano das partículas (através de uma câmera com dispositivo de carga acoplado) e 

é mais adequada para amostras polidispersas, por realizar medidas partícula por 

partícula; enquanto a ECF realiza medidas da média de partículas com maior 

espalhamento de luz – podendo resultar em uma média ponderada de intensidade não 

confiável em amostras polidispersas (FILIPE et al., 2010). As amostras foram diluídas 

em água deionizada e as medidas foram realizadas a 25,2ºC e analisadas pelo software 

Nanoparticle Tracking Analysis® (v. 2.0). O diâmetro médio obtido foi de 341,0 ± 118,0 

nm (3,51 × 108 partículas/mL). Este resultado é coerente, uma vez que as medidas de 



distribuição de tamanho obtidas por NTA são realizadas partícula por partícula – sendo 

assim um método mais preciso. Resultados similares foram obtidos por Mazzarino et al. 

(2012), que verificaram que os diâmetros médios de PCL/CS contendo curcumina, 

obtidos por NTA foram menores em relação aos obtidos por ECF. A Figura 24 mostra 

uma imagem obtida do vídeo em tempo real do movimento Browniano das 

nanopartículas, na qual é possível observar nanopartículas menores e algumas maiores 

(possivelmente nanopartículas agregadas). 

 

 

 

Figura 24 - Imagem obtida do vídeo, em tempo real, do movimento Browniano de PCL/CS contendo GSNO. 

 

 

As imagens obtidas por MEV das PCL/CS contendo GSNO mostraram 

nanopartículas esféricas e homogêneas (Figura 25). Em maior aumento, foi possível 

observar a agregação de algumas nanopartículas, provavelmente ocasionada durante o 

processo de secagem necessário para a realização da microscopia. 
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A  

B  

 

Figura 25 - Imagens obtidas por MEV de PCL/CS contendo GSNO em menor e maior aumento (A e B, 
respectivamente). Em maior aumento (x 10,000), foi possível observar a possível agregação de algumas 
nanopartículas (setas). 



4.2.4 Nanopartículas de Prata (AgNPs) 

 

A síntese de AgNPs foi evidenciada através da mudança de coloração do 

líquido fúngico, de amarelada para acastanhada, 24 horas após a adição de AgNO3 10-2 

M (Figura 26) – indicando que a redução dos íons de prata (Ag+  Ag0) ocorreu 

extracelularmente, através de agentes redutores liberados pelo Fusarium oxysporum na 

solução aquosa (AHMAD et al., 2003; DURÁN et al., 2005). A solução foi armazenada 

em temperatura ambiente e sob proteção da luz, e permaneceu estável por vários 

meses após a reação (não apresentando evidências de floculação das nanopartículas). 

 

A  B 

 

Figura 26 - Béqueres contendo solução aquosa de AgNO3 10
-2

 M, no início da reação (A) e após 24 horas (B). 

 

 

A produção das nanopartículas também foi evidenciada por 

espectrofotometria UV-Vis (Hitachi® U-2000), através da formação de uma banda de 

absorção de plasmon centrada entre 410 e 425 nm, que expressivamente aumentou em 

intensidade com o passar do tempo (Figura 27). Através dos espectros de UV-Vis na 

região de baixo comprimento de onda (inserção da Figura 27), foi possível observar 

uma banda de absorção centrada em 265 nm, que pode ser atribuída a aminoácidos 

aromáticos de proteínas. Esta banda forma-se devido às excitações eletrônicas nos 



resíduos de triptofano e tirosina nestas proteínas e indica a liberação das mesmas na 

solução pelo Fusarium oxysporum – sugerindo o possível mecanismo pelo qual os íons 

metálicos presentes na solução são reduzidos e as nanopartículas formadas (AHMAD 

et al., 2003; DURÁN et al., 2005). 
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Figura 27 - Espectros UV-Vis da reação de uma solução aquosa de AgNO3 10
-2

 M em função do tempo. A 

inserção mostra os mesmos espectros, na região de baixo comprimento de onda (λλλλ 200-350 nm). 

 

 

Os valores de diâmetro médio, distribuição de tamanho e potencial Zeta das 

AgNPs estão apresentados na Figura 28 e na Tabela 5. A estabilidade físico-química 

das nanopartículas foi avaliada ao longo de 120 dias, em intervalos de 30 dias. Após a 

síntese, as nanopartículas apresentaram diâmetro médio de 183,3 nm, distribuição de 

tamanho de 0,543 e potencial Zeta de -28,3 mV. 
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Figura 28 - Estabilidade físico-química de AgNPs armazenadas em temperatura ambiente e sob proteção da 

luz, imediatamente após o preparo (dia 0) e ao longo de 120 dias. Barras indicam diâmetro médio (acima) e 

potencial Zeta (abaixo). Linhas indicam distribuição de tamanho (PdI). 

 

 

Tabela 5 – Diâmetro médio, distribuição de tamanho e potencial Zeta de AgNPs ao 
longo de 120 dias 

 
Tempo (dias) DM (nm) PdI Zeta (mV) 

0 183,3 0,543 -28,3 

30 134,3 0,590 -29,9 

60 115,0 0,585 -31,2 

90 95,7 0,581 -32,5 

120 92,3 0,533 -33,6 

 

DM = diâmetro médio (avaliado por intensidade de luz espalhada); PdI = distribuição de tamanho 

 



A partir dos resultados obtidos, foi possível observar que houve uma 

diminuição no diâmetro médio das nanopartículas em função do tempo. Esta diminuição 

pode ser devida a mudanças na capa proteica presente na superfície das 

nanopartículas, a qual é responsável pela estabilização das mesmas e pode apresentar 

um diâmetro estimado de mais de 100 nm, uma vez que as nanopartículas 

apresentaram um diâmetro médio inferior a 10 nm após análise por MET – como 

discutido adiante. Desta forma, qualquer alteração na capa de estabilização das 

nanopartículas pode alterar o diâmetro médio obtido por espectroscopia de correlação 

de fótons. As nanopartículas também foram caracterizadas quanto ao diâmetro médio 

através da técnica de Nanoparticle Tracking Analysis. O diâmetro médio obtido foi de 

151,0 ± 94,0 nm (2,92 × 108 partículas/mL). As AgNPs obtidas por Ghaseminezhad et 

al. (2012), produzidas por método biotecnológico, foram um pouco menores (84,0 nm) e 

também mostraram-se estáveis por um longo período de tempo. A Figura 29 mostra 

uma imagem obtida do vídeo em tempo real do movimento Browniano das AgNPs, na 

qual é possível observar nanopartículas esféricas e homogêneas. 

 

 

Figura 29 - Imagem obtida do vídeo, em tempo real, do movimento Browniano de AgNPs. 



A imagem obtida por MET também mostrou partículas esféricas e 

homogêneas (Figura 30). O diâmetro médio obtido foi de 7,3 ± 3,0 nm – 

expressivamente menor que os diâmetros médios obtidos por espectroscopia de 

correlação de fótons (ECF). Este resultado é coerente, já que a ECF mensura o raio 

hidrodinâmico das nanopartículas; ou seja, nanopartículas mais capa proteica de 

estabilização – fazendo com que o diâmetro obtido seja maior que o diâmetro real 

(DURÁN et al., 2007). 

 

 

Figura 30 - Imagem obtida por MET de AgNPs sintetizadas por método biológico utilizando-se o fungo 

Fusarium oxysporum. 

 

 



Nanopartículas de prata produzidas por método biotecnológico podem 

apresentar vários diâmetros, dependendo da espécie de fungo e da cepa utilizadas. No 

estudo de Pandiarajan et al. (2010), foram obtidas AgNPs com diâmetros entre 20,0 e 

70,0 nm; semelhantes aos obtidos por Durán et al. (2005), os quais apresentaram-se 

entre 20,0 e 50,0 nm. Em contrapartida, Ahmad et al. (2003) obtiveram AgNPs com 

diâmetros menores (entre 5,0 e 50,0 nm), similarmente aos obtidos neste estudo. 

Nossos resultados demonstraram que a cepa 551 do Fusarium oxysporum produz 

nanopartículas de prata esféricas, homogêneas e estáveis por longos períodos, de 

maneira economicamente viável para produção em larga escala. 

A partir dos resultados obtidos, foi possível observar que as AG/CS não 

foram adequadas para a administração de GSNO, por apresentarem uma baixa 

eficiência de encapsulação (18,6 ± 6,8%) e, principalmente, por não se apresentarem 

como um sistema de liberação sustentada – uma vez que a porcentagem de GSNO 

encapsulado, 24 horas após a preparação, foi praticamente 0%. Desta forma, apesar 

dos resultados satisfatórios em relação ao diâmetro médio, distribuição de tamanho e 

potencial Zeta, a baixa EE e a rápida liberação de GSNO a partir das AG/CS foram 

determinantes para a não utilização destas nanopartículas nos estudos in vivo 

posteriores. Os estudos de toxicidade in vitro foram realizados, com o intuito de avaliar 

os possíveis efeitos citotóxicos destas nanopartículas, uma vez que suas características 

físico-químicas e sua eficiência de encapsulação podem ser aprimoradas ajustando-se 

as condições da formulação, através da incorporação de materiais adicionais nas 

etapas de preparação ou de mudanças no método de preparo. 

Em relação às PCL/CS, o volume final da dispersão mais adequado foi 10 

mL, permitindo maior concentração de GSNO e, consequentemente, menor volume 

necessário para se obter a concentração desejada no gel aplicado posteriormente nos 

estudos com animais. As nanopartículas foram preparadas com 20 mg de GSNO, 

permitindo assim uma encapsulação final de cerca de 12 mg de GSNO (quantidade 

igualmente utilizada nos estudos com GSNO livre). 

  



4.3 Avaliação do Potencial Citotóxico de GSNO e das Nanopartículas 

 

4.3.1 S-Nitrosoglutationa (GSNO) 

Os efeitos citotóxicos de GSNO livre avaliados em células V79 e em 

hepatócitos estão apresentados na Figura 31. Em células V79, os efeitos foram 

concentração-dependentes até a concentração de 300 µM. A partir desta concentração, 

os efeitos se mantiveram relativamente constantes até a máxima concentração avaliada 

(1000 µM); na qual houve uma redução de 12,45% na capacidade de incorporação do 

corante vermelho neutro (VN), 33,75% na capacidade de redução do MTT e 22,85% no 

conteúdo de ácidos nucleicos. Nos ensaios de incorporação do VN e conteúdo de 

ácidos nucleicos realizados em hepatócitos, os efeitos citotóxicos mantiveram-se 

relativamente constantes até a concentração de 60 µM. A partir desta concentração, os 

efeitos foram concentração-dependentes até a máxima concentração avaliada (500 

µM); na qual houve uma redução de 14,46% na capacidade de incorporação do VN e 

de 13,83% no conteúdo de ácidos nucleicos. No ensaio de redução do MTT, os efeitos 

foram concentração-dependentes até a máxima concentração avaliada (500 µM); na 

qual houve uma redução de 63,60% na viabilidade celular (IC50 = 476,8 µM). 

Os resultados obtidos indicam que o GSNO é citotóxico apenas em elevadas 

concentrações, o que possibilita sua utilização em aplicações biomédicas. Entretanto, a 

citotoxicidade parece depender da linhagem celular utilizada, uma vez que as células 

V79 apresentaram-se um pouco mais resistentes ao composto que os hepatócitos, e do 

tempo de exposição das células ao composto. Em células EA.hy926 (endoteliais), por 

exemplo, a concentração de 1000 µM foi responsável por uma redução na capacidade 

de redução do MTT maior que a observada em nosso estudo (50% versus 33,75%); e 

quando o tempo de exposição foi aumentado para 48 horas, esta redução foi 

aumentada para 60% (LIU et al., 2010). Sexton et al. (1994) também observaram que a 

concentração provável de GSNO que afetou 50% de células HL-60 (células humanas 

de leucemia promielocítica) foi diminuída com o aumento do tempo de exposição, de 

1700 µM após 2h de exposição para 410 µM após exposição contínua. 
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Figura 31 - Viabilidade de células V79 (A) e hepatócitos (B) após tratamento com GSNO livre por 24 horas. 
Parâmetros analisados: incorporação do corante vermelho neutro (VN), redução do MTT e conteúdo de 
ácidos nucleicos. Cada ponto representa média ± desvio padrão de três experimentos em sextuplicata cada. 



4.3.2 Nanopartículas de Alginato-Quitosana (AG/CS) Contendo GSNO 

 

A fim de garantir que os efeitos observados nos ensaios com GSNO 

encapsulado não foram devidos ao “veículo” utilizado, ensaios com as nanopartículas 

sem GSNO foram realizados. Os efeitos citotóxicos de AG/CS e AG/CS contendo 

GSNO avaliados em células V79 estão apresentados na Figura 32. No ensaio de 

incorporação do VN, as AG/CS foram responsáveis por uma redução de 7,9% na 

viabilidade celular; enquanto que as AG/CS contendo GSNO foram responsáveis por 

uma redução de 12,03%. A maior citotoxicidade das AG/CS contendo GSNO pode estar 

relacionada à citotoxicidade do composto, o qual foi responsável por uma redução de 

11,67% na viabilidade das células (Figura 31 A, p. 91). Neste sentido, a encapsulação 

do GSNO não diminuiu sua citotoxicidade. 

No ensaio de redução do MTT, as AG/CS praticamente não afetaram a 

viabilidade das células (0,5%); enquanto que as AG/CS contendo GSNO foram 

responsáveis por um estímulo de 35,55%. Este estímulo pode estar relacionado a um 

aumento da atividade enzimática, aumentando a redução do MTT a formazan. Estudos 

com hepatócitos intactos sugerem que a redução do MTT avalia predominantemente o 

balanço [NAD(P)+] / [NAD(P)H] (MELO et al., 2002). Entretanto, o MTT não é reduzido 

somente na mitocôndria, mas também em endossomas e lisossomas, e não se difunde 

pela membrana, sendo internalizado através de endocitose – enquanto sua forma 

reduzida (formazan) primeiramente se acumula no compartimento endossomal ou 

lisossomal e, em seguida, é transportada até a superfície da célula através de exocitose 

(BERNHARD et al., 2003). Sendo assim, fatores que afetem a endocitose do MTT, a 

exocitose do formazan e/ou a atividade da succinato desidrogenase podem afetar 

também a redução do MTT. 
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Figura 32 - Viabilidade de células V79 após tratamento com AG/CS (A) e AG/CS contendo GSNO (B) por 24 
horas. Parâmetros analisados: incorporação do vermelho neutro (VN), redução do MTT e conteúdo de ácidos 
nucleicos. Cada ponto representa média ± desvio padrão de três experimentos em sextuplicata cada. 



No ensaio de conteúdo de ácidos nucleicos, as AG/CS foram responsáveis 

por uma redução de 11,9% na viabilidade celular; enquanto que as AG/CS contendo 

GSNO estimularam a viabilidade em 3,72%. Neste caso, a encapsulação do GSNO 

parece ter diminuído a citotoxicidade das nanopartículas e o estímulo observado pode 

ser devido ao GSNO, o qual estimulou a viabilidade das células em 3,88% (Figura 31 A, 

p. 91). Este estímulo observado pode estar relacionado a uma maior adesão das 

células às placas ou a um aumento da proliferação celular. Em células HeLa (células 

humanas do câncer de colo do útero), AG/CS recobertas com Pluronic F127 também se 

apresentaram pouco citotóxicas para células V79 (DAS, KASOJU & BORA, 2010). 

Os efeitos citotóxicos de AG/CS e AG/CS contendo GSNO avaliados em 

células 3T3 estão apresentados na Figura 33. No ensaio de incorporação do corante 

VN, as AG/CS foram responsáveis por uma redução de 10,66% na viabilidade celular; 

enquanto que as AG/CS contendo GSNO praticamente não afetaram a viabilidade das 

células. Estes resultados sugerem que a encapsulação do GSNO diminuiu a 

citotoxicidade das nanopartículas. Resultados semelhantes foram observados no 

ensaio de conteúdo de ácidos nucleicos – as AG/CS foram responsáveis por uma 

redução de 9,4% na viabilidade celular; enquanto que as AG/CS contendo GSNO foram 

responsáveis por uma redução de 4,26%. Entretanto, ao contrário dos resultados 

obtidos nestes ensaios, no ensaio de redução do MTT, as AG/CS praticamente não 

alteraram a capacidade de redução do MTT (redução de 0,13%); enquanto que as 

AG/CS contendo GSNO foram responsáveis por uma redução de 16,70% na viabilidade 

celular. Neste caso, a encapsulação do composto parece ter provocado uma maior 

citotoxicidade nas células. De modo geral, as AG/CS (contendo ou não GSNO) foram 

pouco citotóxicas para as células 3T3. No estudo de Grillo et al. (2010), as AG/CS 

também se apresentaram pouco citotóxicas a células 3T3. 
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Figura 33 - Viabilidade de células 3T3 após tratamento com AG/CS (A) e AG/CS contendo GSNO (B) por 24 
horas. Parâmetros analisados: incorporação do vermelho neutro (VN), redução do MTT e conteúdo de ácidos 
nucleicos. Cada ponto representa média ± desvio padrão de três experimentos em sextuplicata cada. 



Os efeitos citotóxicos das AG/CS contendo GSNO avaliados em hepatócitos 

estão apresentados na Figura 34. Em relação ao ensaio de incorporação do corante 

VN, os efeitos citotóxicos foram concentração-dependentes até a máxima concentração 

avaliada (60 µM), na qual houve uma redução de 30,72% na viabilidade celular. Os 

efeitos citotóxicos observados nos ensaios de redução do MTT e conteúdo de ácidos 

nucleicos mantiveram-se relativamente constantes até a concentração de 40 µM – 

tornando-se concentração-dependentes a partir desta concentração e até a máxima 

concentração avaliada, na qual houve uma redução de 52,28% na capacidade de 

redução do MTT (IC50 = 59,35 µM) e de 25,25% no conteúdo de ácidos nucleicos. Estes 

resultados indicam que a encapsulação do GSNO aumentou sua citotoxicidade, uma 

vez que o composto livre foi responsável por uma redução de 8,50% na capacidade de 

incorporação do VN; 28,70% na capacidade de redução do MTT e 1,83% no conteúdo 

de ácidos nucleicos (Figura 31 B, p. 91). 
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Figura 34 - Viabilidade de hepatócitos após tratamento com AG/CS contendo GSNO por 24 horas. Parâmetros 
analisados: incorporação do corante vermelho neutro (VN), redução do MTT e conteúdo de ácidos nucleicos. 
Cada ponto representa média ± desvio padrão de três experimentos em sextuplicata cada. 



A partir dos resultados obtidos, foi possível observar que as AG/CS contendo 

GSNO apresentaram-se pouco citotóxicas para células V79 e 3T3. Em hepatócitos, as 

nanopartículas apresentaram uma maior citotoxicidade, inviabilizando mais de 50% das 

células no ensaio de redução do MTT. A alta capacidade de biotransformação do fígado 

permite uma eficiente eliminação de compostos tóxicos; entretanto, faz deste órgão o 

principal órgão lesado pela toxicidade dos compostos. O efeito citotóxico observado no 

ensaio de redução do MTT provavelmente não indica menor número de células, uma 

vez que as mesmas parecem estar viáveis, mantendo-se aderidas e incorporando o VN 

– apresentando apenas alterações na capacidade mitocondrial para reduzir o MTT. Isto 

indica que a biotransformação hepática do GSNO provavelmente produziu um ou mais 

metabólitos com efeitos tóxicos a nível mitocondrial, o que poderia ser considerado 

como uma citotoxicidade seletiva (SEIBERT et al., 1996; WALUM et al., 1996). 

  

4.3.3 Nanopartículas de PCL Recobertas por Quitosana (PCL/CS) e Contendo GSNO 

Os efeitos citotóxicos das PCL/CS e PCL/CS contendo GSNO avaliados em 

células V79 estão apresentados na Figura 35. No ensaio de incorporação do VN, as 

PCL/CS foram responsáveis por uma redução de 2,3% na viabilidade celular; enquanto 

que as PCL/CS contendo GSNO não afetaram a viabilidade. Estes resultados sugerem 

que a encapsulação do GSNO diminuiu a citotoxicidade das nanopartículas e do 

composto – o qual foi responsável por uma redução de 11,67% na capacidade das 

células em incorporar o VN (Figura 31 A, p. 91). Resultados semelhantes foram 

observados no ensaio de redução do MTT – as PCL/CS foram responsáveis por uma 

redução de 13% na viabilidade celular; enquanto que as PCL/CS contendo GSNO 

foram responsáveis por uma redução de 7,2%. Células V79 parecem ser mais sensíveis 

às PCL/CS que células HeLa e OCM-1 (células de melanoma uveal) – nestas células, 

embora a máxima concentração avaliada tenha sido maior que a avaliada em nosso 

estudo, a diminuição na capacidade de redução do MTT foi cerca de 2,5 vezes menor 

(LIU et al., 2012). No ensaio de conteúdo de ácidos nucleicos, as PCL/CS foram 

responsáveis por um estímulo de 6,75%; enquanto que as PCL/CS contendo GSNO 



não afetaram a viabilidade das células. Este estímulo observado pode estar relacionado 

a uma maior adesão das células às placas ou a um aumento da proliferação celular. 
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Figura 35 - Viabilidade de células V79 após tratamento com PCL/CS (A) e PCL/CS contendo GSNO (B) por 24 
horas. Parâmetros analisados: incorporação do vermelho neutro (VN), redução do MTT e conteúdo de ácidos 
nucleicos. Cada ponto representa média ± desvio padrão de três experimentos em sextuplicata cada. 



Os efeitos citotóxicos das PCL/CS e PCL/CS contendo GSNO avaliados em 

células 3T3 estão apresentados na Figura 36. No ensaio de incorporação do VN, as 

PCL/CS foram responsáveis por uma redução pouco significativa (1,47%) na viabilidade 

celular; enquanto que as PCL/CS contendo GSNO foram responsáveis por uma 

redução de 14,03%. Resultados semelhantes foram observados no ensaio de redução 

do MTT – as PCL/CS foram responsáveis por uma redução de 4,67% na viabilidade 

celular; enquanto que as PCL/CS contendo GSNO foram responsáveis por uma 

redução de 9,43%. Estes resultados sugerem que a encapsulação do GSNO aumentou 

a citotoxicidade das nanopartículas. O ensaio de conteúdo de ácidos nucleicos, por sua 

vez, apresentou uma diferença pouco significativa entre as nanopartículas – as PCL/CS 

foram responsáveis por uma redução de 8,81% na viabilidade celular; enquanto que as 

PCL/CS contendo GSNO foram responsáveis por uma redução de 7,72%. 
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Figura 36 - Viabilidade de células 3T3 após tratamento com PCL/CS (A) e PCL/CS contendo GSNO (B) por 24 
horas. Parâmetros analisados: incorporação do vermelho neutro (VN), redução do MTT e conteúdo de ácidos 
nucleicos. Cada ponto representa média ± desvio padrão de três experimentos em sextuplicata cada. 



Os efeitos citotóxicos das PCL/CS e PCL/CS contendo GSNO avaliados em 

hepatócitos estão apresentados na Figura 37. No ensaio de incorporação do VN, as 

PCL/CS foram responsáveis por uma redução de 36,50% na viabilidade celular; 

enquanto que as PCL/CS contendo GSNO foram responsáveis por uma redução de 

57,35% (IC50 = 40 µM). Resultados semelhantes foram observados no ensaio de 

redução do MTT, no qual as PCL/CS foram responsáveis por uma redução de 55,62% 

na viabilidade celular (IC50 = 486,2 µM), enquanto que as PCL/CS contendo GSNO 

foram responsáveis por uma redução de 77,8% (IC50 = 432,5 µM); e no ensaio de 

conteúdo de ácidos nucleicos, no qual as PCL/CS foram responsáveis por uma redução 

de 32,31% na viabilidade celular, enquanto que as PCL/CS contendo GSNO foram 

responsáveis por uma redução de 37,35%. Estes resultados sugerem que a 

encapsulação do GSNO aumentou a citotoxicidade das nanopartículas. Entretanto, esta 

maior citotoxicidade deve ser devida à citotoxicidade do GSNO, o qual foi responsável 

por uma redução de 8,5% na capacidade de incorporação do VN; 28,7% na capacidade 

de redução do MTT e 1,83% no conteúdo de ácidos nucleicos (Figura 31 B, p. 91). 

A partir dos resultados obtidos, foi possível observar que as PCL/CS e as 

PCL/CS contendo GSNO apresentaram-se pouco citotóxicas para células V79 e 3T3. 

Em hepatócitos, as nanopartículas apresentaram uma alta citotoxicidade, inviabilizando 

mais de 50% das células no ensaio de redução do MTT. Estes resultados são 

semelhantes aos obtidos com as AG/CS contendo GSNO e sugerem que a 

biotransformação hepática das PCL/CS (contendo ou não GSNO) provavelmente 

produziu um ou mais metabólitos com efeitos tóxicos a nível mitocondrial. 
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Figura 37 - Viabilidade de hepatócitos após tratamento com PCL/CS (A) e PCL/CS contendo GSNO (B) por 24 
horas. Parâmetros analisados: incorporação do vermelho neutro (VN), redução do MTT e conteúdo de ácidos 
nucleicos. Cada ponto representa média ± desvio padrão de três experimentos em sextuplicata cada. 



4.3.4 Nanopartículas de Prata (AgNPs) 

 

Os resultados dos ensaios realizados com AgNPs em células V79 estão 

apresentados na Figura 38. A partir dos resultados obtidos, é possível observar que as 

AgNPs apresentaram baixa citotoxicidade às células até a concentração de 35 µM. A 

partir desta concentração, os efeitos foram concentração-dependentes até a máxima 

concentração avaliada (45 µM); na qual houve redução de 61,12% na capacidade de 

incorporação do VN (IC50 = 43,15 µM), 34,30% na capacidade de redução do MTT e 

46,72% no conteúdo de ácidos nucleicos. No estudo de Zhang et al. (2012), a 

citotoxicidade das AgNPs também foi concentração-dependente no ensaio de redução 

do MTT – na máxima concentração avaliada (8 µg/mL), a viabilidade celular foi reduzida 

em 80%. Células V79 parecem ser mais sensíveis à toxicidade das AgNPs que 

linfócitos humanos – nestas células, a viabilidade celular foi reduzida significativamente 

a partir de 25 µg/mL e o valor de IC50 foi de cerca de 100 µg/mL (GHOSH et al., 2012). 
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Figura 38 - Viabilidade de células V79 após tratamento com AgNPs por 24 horas. Parâmetros analisados: 
incorporação do corante vermelho neutro (VN), redução do MTT e conteúdo de ácidos nucleicos. Cada ponto 
representa média ± desvio padrão de três experimentos em sextuplicata cada. 



Na Figura 39, estão apresentados os efeitos citotóxicos das AgNPs em 

células 3T3. A viabilidade celular manteve-se relativamente constante até a 

concentração de 16 µM. A partir desta concentração, a redução da viabilidade foi 

concentração-dependente até a concentração de 23 µM, mantendo-se constante até a 

máxima concentração avaliada (45 µM) – na qual houve redução de 50,5% na 

capacidade de incorporação do VN (IC50 = 22,35 µM); 66% na capacidade de redução 

do MTT (IC50 = 21,4 µM) e 54,55% no conteúdo de ácidos nucleicos (IC50 = 22,45 µM). 
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Figura 39 - Viabilidade de células 3T3 após tratamento com AgNPs por 24 horas. Parâmetros analisados: 
incorporação do corante vermelho neutro (VN), redução do MTT e conteúdo de ácidos nucleicos. Cada ponto 
representa média ± desvio padrão de três experimentos em sextuplicata cada. 

 

 

 

 



Os resultados obtidos indicam que as células 3T3 são mais sensíveis à 

citotoxicidade das AgNPs quando comparadas às células V79, uma vez o IC50 destas 

células foi praticamente o dobro do IC50 das células 3T3. Em relação ao ensaio de 

redução do MTT, nossos resultados foram semelhantes aos obtidos por Hsin et al. 

(2008), os quais estudaram os efeitos citotóxicos de AgNPs comercialmente disponíveis 

sob a forma de pó, em células 3T3 e A10 (células de músculo liso vascular). As 

nanopartículas foram responsáveis por uma redução de 50% na viabilidade das células 

A10 e de cerca de 60% na viabilidade das células 3T3, na concentração de 50 µg/mL. 

Em outro estudo, esta citotoxicidade concentração-dependente também foi observada – 

na concentração de 1:6 (v/v) nanopartículas/meio de cultura, as AgNPs foram 

responsáveis por uma redução de 35% na viabilidade celular após 48 horas; enquanto 

que na concentração de 2:3 (v/v) nanopartículas/meio de cultura, a viabilidade foi 

reduzida em 50% já nas primeiras 12 horas (CHUNG, CHEN & CHEN, 2008). Por outro 

lado, Travan et al. (2009) não observaram efeitos citotóxicos de microesferas formadas 

por um hidrogel (composto de alginato e quitosana lactose-modificada) contendo 

AgNPs no ensaio de redução do MTT, em células 3T3. Entretanto, a concentração de 

prata liberada pelas microesferas foi muito baixa (58 µg/L), o que pode explicar a 

ausência de citotoxicidade observada. 

Os resultados dos ensaios realizados com AgNPs em hepatócitos estão 

apresentados na Figura 40. A partir dos resultados obtidos, é possível observar que os 

efeitos citotóxicos foram concentração-dependentes até a concentração de 20 µM. A 

partir desta concentração, os efeitos mantiveram-se relativamente constantes até a 

máxima concentração avaliada (50 µM); na qual houve uma redução de 35,37% na 

capacidade de incorporação do VN; 65,62% na capacidade de redução do MTT (IC50 = 

12,8 µM) e 25,25% no conteúdo de ácidos nucleicos. A citotoxicidade das AgNPs pode 

ser devido tanto à sua forma e ao seu tamanho reduzido, quanto à liberação, na água, 

de íons de prata (Ag+) – os quais possuem propriedades antibacterianas e outras 

propriedades destrutivas (DAMM & MUNSTEDT, 2008). Em contato com meio de 

cultura ou proteínas do citoplasma, a oxidação da superfície das AgNPs provavelmente 

libera íons Ag+, ampliando a citotoxicidade destas nanopartículas (ZHANG et al., 2012). 
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Figura 40 - Viabilidade de hepatócitos após tratamento com AgNPs por 24 horas. Parâmetros analisados: 
incorporação do corante vermelho neutro (VN), redução do MTT e conteúdo de ácidos nucleicos. Cada ponto 
representa média ± desvio padrão de três experimentos em sextuplicata cada. 

 

A Tabela 6 mostra os valores de IC50 dos compostos estudados para os três 

tipos celulares avaliados. De modo geral, o GSNO livre e as nanopartículas poliméricas 

(contendo ou não GSNO) não foram citotóxicos às células V79 e 3T3; uma vez que a 

redução na viabilidade celular foi menor que 50%. Em hepatócitos, a citotoxicidade dos 

compostos foi maior, provavelmente devido à biotransformação dos mesmos 

(produzindo um ou mais metabólitos com efeitos tóxicos). Entretanto, a citotoxicidade 

observada se deu em concentrações bastante elevadas. As AgNPs apresentaram-se 

citotóxicas em concentrações relativamente baixas e para os três tipos celulares 

avaliados. Entretanto, estas nanopartículas possuem um elevado potencial para 

emprego no tratamento de feridas e foram pouco tóxicas in vivo (como discutido no item 



4.4). Sendo assim, mais estudos sobre a citotoxicidade das AgNPs, em diferentes 

concentrações e tipos celulares, são necessários e relevantes. 

 

Tabela 6 – Valores de IC50 de GSNO livre, nanopartículas poliméricas (contendo 
ou não GSNO) e nanopartículas de prata, obtidos após ensaios de citotoxicidade 

realizados em células V79, 3T3 e hepatócitos 
 

Composto Células V79 Células 3T3 Hepatócitos 

GSNO Livre - * 477,10 µM 

AG/CS - - * 

AG/CS com GSNO - - 59,20 µM 

PCL/CS - - 485,10 µM 

PCL/CS com GSNO - - 432,55 µM 

AgNPs 43,20 µM 21,40 µM 12,85 µM 

 

- Valor de IC50 não obtido (a redução na viabilidade celular foi menor que 50%) 
* Ensaio não realizado 

 



4.4 Avaliação do Potencial Tóxico de GSNO Livre e das Nanopartículas 

em Animais Induzidos à Queimadura Térmica 

 

4.4.1 Avaliação dos Parâmetros Bioquímicos 

 

A análise de parâmetros bioquímicos e hematológicos é de fundamental 

importância na pesquisa científica por permitir com maior segurança a avaliação da 

homeostase e de modificações induzidas por processos patológicos, bem como de 

resultados obtidos em procedimentos experimentais provenientes de intervenções 

terapêuticas. A creatinina, uma substância proveniente da degradação de creatina 

fosforilada (fosfocreatina), por ser excretada exclusivamente pela urina, tornou-se um 

biomarcador quase universal para avaliação da filtração glomerular – auxiliando no 

diagnóstico e no monitoramento da progressão da insuficiência renal crônica. A ureia é 

outro biomarcador comumente utilizado para avaliação da filtração glomerular. É uma 

substância sintetizada no fígado a partir de dióxido de carbono (CO2) e amônia (NH3) e 

constitui o principal produto final do metabolismo proteico. É filtrada pelos rins e 

eliminada pela urina (maior parte) e pelo suor. A análise de ureia é menos específica 

que a análise de creatinina para a avaliação da função renal no geral, mas é mais 

sensível a alterações primárias das condições renais (sendo um importante marcador 

bioquímico em casos que envolvam esta condição). Os resultados das análises de 

creatinina e ureia dos animais tratados com os compostos estudados, durante os 

diferentes períodos de tratamento, estão apresentados na Figura 41. 
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Figura 41 - Concentração sérica de creatinina (A) e ureia (B) dos animais submetidos à queimadura térmica e 
posteriormente tratados durante 7, 14, 21 e 35 dias com os compostos estudados. Legenda: (C) Grupo 
controle, tratado com gel puro; (G) Grupo tratado com gel contendo GSNO livre; (NG) Grupo tratado com gel 
contendo GSNO encapsulado em PCL/CS; (AG) Grupo tratado com gel contendo AgNPs. Valores expressos 
como média ± desvio padrão (n=5). a = p<0.001 quando comparado a (C);b = p<0.05 quando comparado a (C). 



Em relação às análises de creatinina, foi possível observar que não houve 

diferenças estatisticamente significativas entre os grupos; com exceção dos grupos G e 

NG, tratados durante 35 dias, os quais apresentaram valores estatisticamente inferiores 

(p<0.001) quando comparados ao grupo controle (C). Entretanto, todos os valores 

encontram-se dentro dos valores de referência descritos na literatura (entre 0,40 mg/dL 

e 0,65 mg/dL) (DANTAS et al., 2006; CENTRO DE BIOTERISMO DA FMUSP, 2008; 

GIKNIS & CLIFFORD, 2008; SANTOS et al. 2010; MELO et al., 2012), indicando que o 

tratamento com os compostos estudados não interferiu na excreção de creatinina e, 

consequentemente, na função renal dos animais. 

Em relação às análises de ureia, não houve diferenças estatisticamente 

significativas entre os grupos; com exceção do grupo NG, tratado durante 7 dias, o qual 

apresentou valores estatisticamente inferiores (p<0.05) quando comparados ao grupo 

controle (C). Os valores dos grupos tratados durante 7, 14 e 21 dias encontram-se 

dentro dos valores de referência descritos na literatura (entre 32,0 mg/dL e 55,0 mg/dL) 

(DANTAS et al., 2006; CENTRO DE BIOTERISMO DA FMUSP, 2008; EBISUI, 

FONTES & LAPCHIK, 2009; SANTOS et al. 2010; MELO et al., 2012). Os valores dos 

grupos tratados durante 35 dias estão acima dos valores de referência. Esse aumento 

nos níveis séricos de ureia pode ser atribuído a condições temporárias, como 

desidratação, ou patológicas, como queimaduras. A desidratação provoca uma redução 

do fluxo tubular, consequentemente elevando os níveis séricos de ureia. Já em casos 

de queimadura, o aumento na síntese e, principalmente, na degradação proteica 

(devido à alta taxa de renovação celular durante o processo de cicatrização), 

juntamente com o estado de desidratação ocasionado, consequentemente também 

aumenta os níveis séricos de ureia. Uma vez que os níveis séricos de creatinina não 

sofreram alterações (o que indicaria prejuízo na função renal), os níveis séricos 

elevados de ureia provavelmente estão relacionados à elevada taxa de degradação 

proteica comumente presente no processo de cicatrização. 

 

 



A determinação da concentração sérica de proteínas totais é de grande valia 

na avaliação das condições nutricionais do organismo e, consequentemente, no 

diagnóstico de perturbações metabólicas ou nutricionais, como obesidade, anorexia 

nervosa, desnutrição e síndrome da má absorção; além de doenças autoimunes, 

mieloma múltiplo, insuficiência renal e cardíaca, deficiência hepática, queimaduras 

graves, dentre outras. Os valores da concentração sérica de proteínas totais dos 

animais tratados com os compostos estudados, durante os diferentes períodos de 

tratamento, estão apresentados na Figura 42. A partir dos resultados obtidos, foi 

possível observar que não houve diferenças estatisticamente significativas entre os 

grupos. Todos os valores encontram-se dentro dos valores de referência descritos na 

literatura (entre 6,5 g/dL e 9,0 g/dL) (GIKNIS & CLIFFORD, 2008; EBISUI, FONTES & 

LAPCHIK, 2009; MELO et al., 2012), indicando que o tratamento com os compostos 

estudados não interferiu no estado nutricional dos animais. 
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Figura 42 - Concentração sérica de proteínas totais dos animais submetidos à queimadura térmica e 
posteriormente tratados durante 7, 14, 21 e 35 dias com os compostos estudados. Legenda: (C) Grupo 
controle, tratado com gel puro; (G) Grupo tratado com gel contendo GSNO livre; (NG) Grupo tratado com gel 
contendo GSNO encapsulado em PCL/CS; (AG) Grupo tratado com gel contendo AgNPs. Valores expressos 
como média ± desvio padrão (n=5). 



Transaminases são enzimas que catalisam especificamente reações de 

transaminação (transferência de um grupo amina, de um aminoácido, para um ácido -

cetoácido, formando um novo aminoácido e um novo ácido -cetônico). As duas 

principais transaminases de interesse médico são aspartato aminotransferase (AST) e 

alanina aminotransferase (ALT). Elevações nos níveis séricos de AST e ALT são 

indicativos de doenças hepáticas (hepatite crônica B ou C, doença hepática alcoólica, 

esteatose, hepatite autoimune, Doença de Wilson, dentre outras) e não hepáticas 

(doenças inatas do metabolismo muscular, doenças musculares adquiridas e exercícios 

vigorosos). A AST é encontrada, em ordem decrescente quanto à concentração, no 

fígado, músculo cardíaco, músculo esquelético, rins, cérebro, pâncreas, pulmões, 

leucócitos e eritrócitos; enquanto que a ALT é encontrada no fígado, tornando-a um 

marcador específico de dano hepático. A ALT encontra-se principalmente no citoplasma 

dos hepatócitos, enquanto que 80% da AST encontram-se na mitocôndria. Esta 

diferença auxilia no diagnóstico e prognóstico de doenças hepáticas e é avaliada 

através da relação AST/ALT (Índice DeRitis). Em danos hepatocelulares leves, a forma 

predominante é citoplasmática; enquanto que em lesões graves, há liberação da 

enzima mitocondrial – elevando a relação AST/ALT. 

Os valores da concentração sérica de AST e ALT dos animais tratados com 

os compostos estudados estão apresentados na Figura 43. A partir dos resultados 

obtidos, foi possível observar que não houve diferenças estatisticamente significativas 

entre os grupos quanto aos valores de AST. Os valores praticamente dobraram com o 

aumento do tempo de tratamento (de cerca de 40 U/L, após 7 dias de tratamento, para 

cerca de 80 U/L, após 35 dias) – entretanto, permaneceram dentro dos valores de 

referência descritos na literatura (entre 39,0 U/L e 92,0 U/L) (DANTAS et al., 2006; 

GIKNIS & CLIFFORD, 2008; EBISUI, FONTES & LAPCHIK, 2009; MELO et al., 2012). 

Em relação aos valores de ALT, não houve diferenças estatisticamente significativas 

entre os grupos; com exceção do grupo NG, tratado durante 7 dias, o qual apresentou 

valores estatisticamente inferiores (p<0.05) quando comparados ao grupo controle (C). 

Entretanto, todos os valores obtidos encontram-se dentro dos valores de referência 



descritos na literatura (entre 17,0 U/L e 60,0 U/L) (DANTAS et al., 2006; GIKNIS & 

CLIFFORD, 2008; EBISUI, FONTES & LAPCHIK, 2009; MELO et al., 2012).  
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Figura 43 - Concentração sérica de aspartato aminotransferase (A) e alanina aminotransferase (B) dos 
animais submetidos à queimadura térmica e posteriormente tratados durante 7, 14, 21 e 35 dias com os 
compostos estudados. Legenda: (C) Grupo controle, tratado com gel puro; (G) Grupo tratado com gel 
contendo GSNO livre; (NG) Grupo tratado com gel contendo GSNO encapsulado em PCL/CS; (AG) Grupo 
tratado com gel contendo AgNPs. Valores expressos como média ± desvio padrão (n=5). a = p<0.05 quando 
comparado a (C). 



A relação AST/ALT foi maior que 1 para todos os grupos; com exceção dos 

grupos C e AG tratados durante 7 dias, nos quais a relação foi inferior a 1 – entretanto, 

esta diferença não foi estatisticamente significativa. Este resultado indica que o dano 

hepático ocasionado foi mitocondrial – corroborando os resultados obtidos nos ensaios 

de redução do MTT realizados em hepatócitos, nos quais a capacidade de redução do 

MTT foi reduzida em mais da metade. 
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Figura 44 – Relação AST/ALT dos animais submetidos à queimadura térmica e posteriormente tratados 
durante 7, 14, 21 e 35 dias com os compostos estudados. Legenda: (C) Grupo controle, tratado com gel puro; 
(G) Grupo tratado com gel contendo GSNO livre; (NG) Grupo tratado com gel contendo GSNO encapsulado 
em PCL/CS; (AG) Grupo tratado com gel contendo AgNPs. Valores expressos como média dos valores 
obtidos nas análises de AST e ALT. 

 

 

Fosfatase alcalina é uma família de enzimas responsáveis pela remoção dos 

grupos fosfato (desfosforilação) de nucleotídeos, proteínas e alcaloides. Por serem 

encontradas em maior quantidade no fígado e nos ossos, estas enzimas também são 

comumente utilizadas como biomarcadores para diagnóstico diferencial de hepatopatias 

e icterícias obstrutivas; além de auxiliar no diagnóstico de doenças ósseas e do 



metabolismo mineral. Os valores da concentração sérica de fosfatase alcalina dos 

animais tratados com os compostos estudados, durante os diferentes períodos de 

tratamento, estão apresentados na Figura 45. 
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Figura 45 - Concentração sérica de fosfatase alcalina dos animais submetidos à queimadura térmica e 
posteriormente tratados durante 7, 14, 21 e 35 dias com os compostos estudados. Legenda: (C) Grupo 
controle, tratado com gel puro; (G) Grupo tratado com gel contendo GSNO livre; (NG) Grupo tratado com gel 
contendo GSNO encapsulado em PCL/CS; (AG) Grupo tratado com gel contendo AgNPs. Valores expressos 
como média ± desvio padrão (n=5). a = p<0.001 quando comparado a (C);b = p<0.05 quando comparado a (C). 

 

A partir dos resultados obtidos, foi possível observar que não houve 

diferenças estatisticamente significativas entre os grupos; com exceção dos grupos NG 

e AG, tratados durante 21 dias, os quais apresentaram valores estatisticamente 

inferiores (p<0.001 e p<0.05, respectivamente) quando comparados ao grupo controle 

(C). Os valores estão acima dos valores de referência descritos na literatura (entre 39,0 

U/L e 216,0 U/L) (DANTAS et al., 2006; GIKNIS & CLIFFORD, 2008; EBISUI, FONTES 

& LAPCHIK, 2009; MELO et al., 2012), sugerindo dano hepático e/ou ósseo aos 

animais. Entretanto, pacientes queimados podem desenvolver um quadro de icterícia 



colestática – a queimadura provoca um desarranjo estrutural dos sinusóides hepáticos 

e esteatose (vacuolização dos hepatócitos), elevando os níveis das transaminases AST 

e ALT, da fosfatase alcalina (FA) e das bilirrubinas (ROCHA, 2009). O aumento dos 

níveis de FA é mais evidente na obstrução biliar, na qual o acúmulo de sais biliares 

solubiliza estas enzimas e a obstrução promove sua regurgitação entre as células 

hepáticas até o sangue. Nos casos em que há elevação dos níveis séricos de FA e 

ausência de sinais clínicos ou laboratoriais de doença hepatobiliar (como em nosso 

estudo, já que os níveis de AST e ALT apresentaram-se dentro dos valores de 

referência), a diferenciação entre as isoenzimas hepática, óssea e intestinal deve ser 

realizada para localizar a fonte da alteração. Ainda, queimaduras podem aumentar os 

níveis de bilirrubina e contribuir para o desenvolvimento de colecistite aguda acalculosa, 

geralmente ocasionada por estase e isquemia da vesícula biliar. Uma vez que o grupo 

controle também apresentou níveis séricos de fosfatase alcalina elevados, os níveis 

observados nos demais grupos provavelmente não estão relacionados ao tratamento 

com os compostos estudados, mas sim à condição patológica (queimadura) na qual os 

animais se encontram. 

 

A glicose é um monossacarídeo essencial às células, as quais o utilizam 

como fonte de energia e intermediário metabólico. O exame que avalia as 

concentrações séricas de glicose no organismo é de grande valia no diagnóstico de 

hipoglicemia e hiperglicemia, hiperatividade das glândulas tireoide, pituitária e/ou 

adrenal, tumores secretores de insulina e demais condições que interferem com a 

absorção de glicose. Os valores da concentração sérica de glicose dos animais tratados 

com os compostos estudados, durante os diferentes períodos de tratamento, estão 

apresentados na Figura 46. Os valores dos grupos G, NG e AG, tratados durante 7 

dias, foram significativamente maiores (p<0.001) que os valores do grupo controle (C). 

Em relação ao tratamento de 14 dias, o grupo NG apresentou valores estatisticamente 

inferiores (p<0.01) quando comparados ao controle (C); e em relação ao tratamento de 

21 dias, os grupos G e AG apresentaram valores significativamente maiores (p<0.05) 

quando comparados ao grupo controle (C). Estes resultados sugerem que o tratamento 



com os compostos estudados foram responsáveis pelo aumento dos níveis glicêmicos 

destes animais, possivelmente desencadeando um quadro de diabetes nos mesmos. 

Entretanto, os valores do grupo controle também se apresentaram elevados, acima dos 

valores de referência descritos na literatura (entre 85,0 mg/dL e 135,0 mg/dL) (DANTAS 

et al., 2006; GIKNIS & CLIFFORD, 2008; EBISUI, FONTES & LAPCHIK, 2009; 

SANTOS et al., 2010; MELO et al., 2012), indicando que esta elevação pode ser 

decorrente do estresse causado aos animais e consequente elevação nos níveis de 

cortisol; o qual é hiperglicemiante, agindo como antagonista da insulina e aumentando 

os índices de glicemia e a produção de glicogênio pelo fígado. Além disso, maiores 

níveis de glicemia podem estar associados à esteatose hepática (gordura no fígado), 

uma das patologias que podem ocorrer como consequência de queimaduras – como 

discutido anteriormente. 
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Figura 46 - Concentração sérica de glicose dos animais submetidos à queimadura térmica e posteriormente 
tratados durante 7, 14, 21 e 35 dias com os compostos estudados. Legenda: (C) Grupo controle, tratado com 
gel puro; (G) Grupo tratado com gel contendo GSNO livre; (NG) Grupo tratado com gel contendo GSNO 
encapsulado em PCL/CS; (AG) Grupo tratado com gel contendo AgNPs. Valores expressos como média ± 
desvio padrão (n=5). a = p<0.001 quando comparado a (C); b = p<0.01 quando comparado a (C); c = p<0.05 
quando comparado a (C). 



4.4.2 Avaliação dos Parâmetros Hematológicos 

 

O hemograma, exame que avalia as células sanguíneas, é um dos principais 

exames realizados para diagnóstico de doenças ou controle de sua evolução. Este 

exame é constituído basicamente pela contagem absoluta de leucócitos (glóbulos 

brancos) e de hemácias (glóbulos vermelhos), concentração de hemoglobina (Hb), 

percentual de hemácias no volume total de sangue (hematócrito) e contagem absoluta 

de plaquetas; além de volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular 

média (HCM) e concentração de hemoglobina corpuscular média (CHCM). Através 

deste exame, é possível ainda fazer a diferenciação dos leucócitos em neutrófilos, 

linfócitos e monócitos, eosinófilos e basófilos. Os resultados das análises dos 

parâmetros hematológicos dos animais tratados com os compostos estudados, durante 

os diferentes períodos de tratamento, estão apresentados nas Figuras 47 a 51. 

Leucócitos são um grupo de células diferenciadas a partir de células-tronco 

pluripotentes oriundas da medula óssea e que fazem parte do sistema imune do 

organismo, combatendo e eliminando microrganismos e estruturas químicas estranhas 

ao organismo, por meio de sua captura ou da produção de anticorpos. A diminuição da 

quantidade de leucócitos está relacionada a um aumento na susceptibilidade a 

infecções; enquanto que o aumento da quantidade está relacionado a uma resposta a 

infecções já instaladas, substâncias estranhas ou estresse. A partir dos resultados 

obtidos, foi possível observar que não houve diferenças estatisticamente significativas 

entre os grupos; com exceção do grupo NG tratado durante 7 dias, o qual apresentou 

valores significantemente maiores que o grupo controle (C). Os valores da contagem 

absoluta de leucócitos estão dentro dos valores de referência descritos na literatura 

(entre 4,0 × 103/µL e 12,0 × 103/µL) (DANTAS et al., 2006; GIKNIS & CLIFFORD, 2008; 

EBISUI, FONTES & LAPCHIK, 2009; MELO et al., 2012), sugerindo que a queimadura 

induzida nos animais não foi grave a ponto de causar infecção sistêmica ou que os 

compostos estudados realmente possuem uma elevada atividade antimicrobiana e 

auxiliaram o organismo no combate à infecção. 
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Figura 47 – Contagem absoluta de leucócitos (× 10

3
/µL) dos animais submetidos à queimadura térmica e 

posteriormente tratados durante 7, 14, 21 e 35 dias com os compostos estudados. Legenda: (C) Grupo 
controle, tratado com gel puro; (G) Grupo tratado com gel contendo GSNO livre; (NG) Grupo tratado com gel 
contendo GSNO encapsulado em PCL/CS; (AG) Grupo tratado com gel contendo AgNPs. Valores expressos 
como média ± desvio padrão (n=5). a = p<0.001 quando comparado a (C). 

As hemácias são as unidades morfológicas da série sanguínea vermelha, 

constituídas basicamente por globulina e hemoglobina, e responsáveis pelo transporte 

de oxigênio (principalmente) e gás carbônico aos tecidos. Alterações na quantidade de 

hemácias presentes no organismo estão relacionadas a doenças como anemias e 

policitemias. A partir dos resultados obtidos, foi possível observar que não houve 

diferenças estatisticamente significativas entre os grupos. Os valores estão dentro dos 

valores de referência descritos na literatura (entre 5,4 × 106/µL e 8,5 × 106/µL) (GIKNIS 

& CLIFFORD, 2008; EBISUI, FONTES & LAPCHIK, 2009; MELO et al., 2012), 

sugerindo que o tratamento com os compostos estudados não alterou a quantidade de 

hemácias e, consequentemente, não ocasionou doenças relacionadas. 
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Figura 48 - Contagem absoluta de hemácias (× 10

6
/µL) dos animais submetidos à queimadura térmica e 

posteriormente tratados durante 7, 14, 21 e 35 dias com os compostos estudados. Legenda: (C) Grupo 
controle, tratado com gel puro; (G) Grupo tratado com gel contendo GSNO livre; (NG) Grupo tratado com gel 
contendo GSNO encapsulado em PCL/CS; (AG) Grupo tratado com gel contendo AgNPs. Valores expressos 
como média ± desvio padrão (n=5). 

 

 

A hemoglobina é uma proteína presente nos eritrócitos (hemácias), 

constituindo aproximadamente 35% de seu peso. Presente no sangue, esta proteína é 

responsável por transportar o oxigênio, levando-o dos pulmões aos tecidos. Além do 

transporte de oxigênio, a hemoglobina participa do transporte de nutrientes a todas as 

células do corpo; processo no qual o sangue leva os nutrientes e recolhe as 

substâncias secretadas pelas células – conduzindo-as, posteriormente, para fora do 

organismo. Para se combinarem com o oxigênio, os eritrócitos precisam contê-lo em 

quantidade suficiente, e isto depende dos níveis de ferro presentes no organismo. A 

presença de hemoglobina abaixo dos valores de referência (por exemplo, níveis abaixo 

de 12 g/dL) indica anemia. A partir dos resultados obtidos, foi possível observar que 

não houve diferenças estatisticamente significativas entre os grupos. Os valores estão 

dentro dos valores de referência descritos na literatura (entre 11,5 g/dL e 16,0 g/dL) 



(GIKNIS & CLIFFORD, 2008; EBISUI, FONTES & LAPCHIK, 2009; MELO et al., 2012), 

sugerindo que o tratamento com os compostos estudados não alterou a quantidade de 

hemoglobina, consequentemente não ocasionando anemia. 
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Figura 49 - Contagem absoluta de hemoglobina (× 10
3
/µL) dos animais submetidos à queimadura térmica e 

posteriormente tratados durante 7, 14, 21 e 35 dias com os compostos estudados. Legenda: (C) Grupo 
controle, tratado com gel puro; (G) Grupo tratado com gel contendo GSNO livre; (NG) Grupo tratado com gel 
contendo GSNO encapsulado em PCL/CS; (AG) Grupo tratado com gel contendo AgNPs. Valores expressos 
como média ± desvio padrão (n=5). a = p<0.001 quando comparado a (C). 

 

 

O hematócrito avalia a porcentagem de hemácias no volume total de sangue, 

auxiliando no diagnóstico de anemias, perda sanguínea, hemólise, leucemia, 

hipertireoidismo, desidratação, policitemias, choque, dentre outros. A partir dos 

resultados obtidos, foi possível observar que não houve diferenças estatisticamente 

significativas entre os grupos. Os valores apresentaram-se dentro dos valores de 

referência descritos na literatura (entre 37,0% e 49,0%) (GIKNIS & CLIFFORD, 2008; 

EBISUI, FONTES & LAPCHIK, 2009; MELO et al., 2012), sugerindo que o tratamento 



com os compostos estudados não alterou este parâmetro e, consequentemente, não 

ocasionou doenças relacionadas. 
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Figura 50 - Hematócrito (%) dos animais submetidos à queimadura térmica e posteriormente tratados durante 
7, 14, 21 e 35 dias com os compostos estudados. Legenda: (C) Grupo controle, tratado com gel puro; (G) 
Grupo tratado com gel contendo GSNO livre; (NG) Grupo tratado com gel contendo GSNO encapsulado em 
PCL/CS; (AG) Grupo tratado com gel contendo AgNPs. Valores expressos como média ± desvio padrão (n=5). 

 

 

As plaquetas são fragmentos celulares formados a partir da fragmentação do 

citoplasma de glóbulos brancos gigantes, denominados megacariócitos. De modo geral, 

a diminuição na quantidade de plaquetas pode ocasionar sangramentos, enquanto que 

o aumento pode ocasionar trombose. A partir dos resultados obtidos, foi possível 

observar que não houve diferenças estatisticamente significativas entre os grupos; com 

exceção do grupo AG tratado durante 14 dias, o qual apresentou valores 

significativamente inferiores (p<0.01) aos valores do grupo controle (C). Entretanto, 

todos os valores estão dentro dos valores de referência descritos na literatura (entre 

450,0 × 103/µL e 885,0 × 103/µL) (GIKNIS & CLIFFORD, 2008; EBISUI, FONTES & 



LAPCHIK, 2009; MELO et al., 2012), sugerindo que o tratamento com os compostos 

estudados não alterou este parâmetro e, consequentemente, não ocasionou doenças 

relacionadas. 
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Figura 51 - Contagem absoluta de plaquetas (× 10

3
/µL) dos animais submetidos à queimadura térmica e 

posteriormente tratados durante 7, 14, 21 e 35 dias com os compostos estudados. Legenda: (C) Grupo 
controle, tratado com gel puro; (G) Grupo tratado com gel contendo GSNO livre; (NG) Grupo tratado com gel 
contendo GSNO encapsulado em PCL/CS; (AG) Grupo tratado com gel contendo AgNPs. Valores expressos 
como média ± desvio padrão (n=5). 

 

 

De modo geral, os compostos estudados não provocaram alterações 

significativas nos parâmetros bioquímicos e hematológicos dos animais. Os valores de 

ureia apresentaram-se um pouco elevados, mas provavelmente estavam associados à 

elevada taxa de degradação proteica comum no processo de cicatrização (uma vez que 

os níveis séricos de creatinina não sofreram alterações, o que indicaria prejuízo na 

função renal). A relação AST/ALT obtida foi maior do que 1, indicando dano hepático a 

nível mitocondrial – o que pôde ser confirmado através da diminuição da capacidade de 

redução do MTT pelos hepatócitos nos ensaios de citotoxicidade. Os níveis séricos de 



fosfatase alcalina e glicose também se apresentaram mais elevados que os valores de 

referência, mas provavelmente indicam uma consequência das queimaduras e do 

estresse sofrido pelos animais, e não do tratamento com os compostos estudados (uma 

vez que os níveis do grupo controle também se apresentaram elevados). Estes 

resultados indicam que o GSNO (livre ou encapsulado em nanopartículas de PCL 

recobertas por quitosana) e as nanopartículas de prata podem ser utilizados em 

aplicações biomédicas, proporcionando poucos efeitos a nível sistêmico. 

 

4.4.3 Biodistribuição de Prata em Sangue e Órgãos 

 

Uma vez que AgNPs não são biodegradáveis e exibiram efeitos tóxicos in 

vitro, tornou-se essencial a avaliação da penetração destas nanopartículas e seu 

possível acúmulo no organismo. A Figura 52 mostra a biodistribuição de prata em 

sangue, pele, fígado, rins, pulmão e baço dos animais submetidos à queimadura 

térmica e posteriormente tratados com AgNPs durante 7, 14, 21 e 35 dias. Nos animais 

do grupo controle, as concentrações não foram expressivas (dados não mostrados). 

Através dos resultados obtidos, foi possível observar que as AgNPs penetraram de 

forma sistêmica e se acumularam, principalmente, no fígado e no baço. Em 

queimaduras, o muco produzido no leito da ferida (constituído por glicoproteínas) possui 

carga parcial negativa – o que favorece a adesão/permeação de nanopartículas com 

carga superficial positiva (como nanopartículas recobertas por quitosana) e dificulta a 

permeação de nanopartículas com carga superficial negativa, como as AgNPs. 

Entretanto, como discutido anteriormente, AgNPs produzidas por método biológico 

utilizando-se o fungo Fusarium oxysporum possuem uma capa proteica em torno de sua 

superfície. Esta capa proteica atua como um mecanismo de opsonização, facilitando o 

reconhecimento das nanopartículas por neutrófilos e macrófagos presentes no leito da 

ferida e sua consequente fagocitose pelo sistema reticulo endotelial (SRE). Fígado, 

baço e pulmão contêm mais de 95% da quantidade total de macrófagos do SRE, 

consequentemente são os órgãos que mais captam e fagocitam corpos estranhos. 

 



A maior permeação de AgNPs em pele danificada, quando comparada à pele 

intacta, também foi demonstrada in vitro – no estudo de Larese et al. (2009), as 

nanopartículas penetraram a pele intacta com um valor médio de 0,46 ng/cm2 após 24 

horas da aplicação; enquanto que na pele lesionada, este valor foi cinco vezes maior 

(2,32 ng/cm2). Outros estudos da literatura demonstraram o acúmulo de AgNPs 

administradas por via oral e intravenosa; bem como de nanopartículas de ouro, TiO2, 

pontos quânticos (quantum dots) e sílica (WANG et al., 2007; YANG et al., 2007; DE 

JONG et al., 2008; XIE et al., 2008; LANKVELD et al., 2010; LOESCHNER et al., 2011). 
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Figura 52 - Concentração de prata, obtida através de ICP-OES, no sangue e em diferentes órgãos dos animais 
submetidos à queimadura térmica e posteriormente tratados durante 7, 14, 21 e 35 dias com AgNPs. A 
concentração de prata do grupo controle não foi expressiva (dados não mostrados). 

 

Apesar da considerável presença de AgNPs nos órgãos avaliados e dos 

efeitos tóxicos observados nos ensaios de citotoxicidade com hepatócitos, não foram 

observados efeitos tóxicos expressivos nos parâmetros bioquímicos e hematológicos, 

conforme discutido anteriormente (itens 4.4.1 e 4.4.2, respectivamente). Em virtude do 



grande potencial destas nanopartículas na cicatrização de feridas, mais estudos sobre 

sua toxicidade são necessários e relevantes. 

 

4.5 Avaliação do Potencial de Cicatrização de GSNO Livre e das 

Nanopartículas nos Animais Induzidos à Queimadura 

 

4.5.1 Redução do Diâmetro da Lesão 

 

O perfil de redução do diâmetro das lesões provocadas pela queimadura, 

avaliado macroscopicamente durante o tratamento com os compostos estudados, está 

apresentado na Figura 53. A partir dos resultados obtidos, foi possível observar que o 

grupo controle apresentou uma redução significativa no diâmetro das lesões após 21 

dias de tratamento; enquanto que nos grupos G e NG, houve uma redução 

estatisticamente significativa após 14 dias. O grupo AG apresentou uma pequena 

redução no diâmetro das lesões após 7 dias, mantendo-se constante por mais 7 dias. 

Após este período, houve uma redução brusca e significativa nos diâmetros. Apesar de 

não ter demonstrado um perfil de redução gradativo (como observado nos grupos G e 

NG), o diâmetro das lesões do grupo AG, após 21 e 28 dias de tratamento, apresentou-

se menor que os demais grupos – sugerindo uma melhor eficácia das AgNPs em 

relação aos outros compostos. De modo geral, o tratamento com os compostos 

estudados auxiliou no processo de cicatrização das lesões provocadas pela 

queimadura, reduzindo o diâmetro das mesmas mais rapidamente, quando comparado 

ao grupo controle. 
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Figura 53 – Diâmetro das lesões (%) dos animais submetidos à queimadura térmica e posteriormente 
tratados durante 7, 14, 21 e 35 dias com os compostos estudados. Legenda: (C) Grupo controle, tratado com 
gel puro; (G) Grupo tratado com gel contendo GSNO livre; (NG) Grupo tratado com gel contendo GSNO 
encapsulado em PCL/CS; (AG) Grupo tratado com gel contendo AgNPs. Valores expressos como média ± 
desvio padrão (n=5). a = p<0.001 quando comparado ao 1º dia; b = p<0.01 quando comparado ao 1º dia; c = 
p<0.05 quando comparado ao 1º dia. 

4.5.2 Avaliação do Processo de Cicatrização 

O processo de cicatrização foi avaliado histologicamente após o sacrifício 

dos animais. Os cortes histológicos obtidos da pele dorsal dos animais, realizados após 

7, 14 e 21 dias de tratamento com gel puro (controle) e gel contendo GSNO livre, estão 

apresentados na Figura 54. A partir dos cortes histológicos obtidos, foi possível 

observar que 7 dias após tratamento com gel contendo GSNO livre, a epiderme 

apresentou-se destruída e a derme apresentou-se constituída por tecido conjuntivo 

frouxo, com poucas fibras de colágeno e baixa celularidade local. Após 14 dias de 

tratamento, foi possível observar mudança do tecido conjuntivo de frouxo para denso, 

caracterizado por grande quantidade de fibras espessas de colágeno orientadas em 

diferentes direções, aumento da celularidade local (grande quantidade de fibroblastos) 



e início da reepitelização da epiderme. Após 21 dias de tratamento, a epiderme 

apresentou-se regenerada e a derme apresentou grande quantidade de miofibroblastos 

(células contráteis indicativas de cicatrização) – enquanto que no grupo controle, foram 

observadas as mesmas características do início do tratamento (sugerindo que não 

houve cicatrização). 

 

Figura 54 – Fotomicrografia dos cortes histológicos da pele dorsal dos animais após tratamento com gel 
puro (controle) e gel contendo GSNO livre. Legenda: A, B e C – Grupo controle após 7, 14 e 21 dias de 
tratamento, respectivamente. D, E e F – Grupo tratado com GSNO livre após 7, 14 e 21 dias de tratamento, 
respectivamente. As setas indicam miofibroblastos (células contráteis indicativas de cicatrização). 
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Os cortes histológicos obtidos da pele dorsal dos animais controle e dos 

animais tratados com gel contendo GSNO encapsulado em PCL/CS estão 

apresentados na Figura 55. A partir dos cortes histológicos obtidos, foi possível 

observar que não houve mudanças significativas na derme após 14 dias de tratamento, 

quando comparado à derme observada após 7 dias. A derme apresentou-se constituída 

por tecido conjuntivo bastante denso, com grande quantidade de fibras espessas e de 

células no local. Após 21 dias de tratamento, a epiderme apresentou-se regenerada e a 

derme apresentou grande quantidade de miofibroblastos e novos vasos sanguíneos, 

sugerindo o término das fases do processo de cicatrização – enquanto que no grupo 

controle, foram observadas as mesmas características do início do tratamento 

(sugerindo que não houve cicatrização). O tratamento com as PCL/CS contendo GSNO 

reduziu o tempo necessário para a diferenciação de fibroblastos em miofibroblastos, 

revertendo o processo inflamatório mais rapidamente. 



Figura 55 – Fotomicrografia dos cortes histológicos da pele dorsal dos animais após tratamento com gel 
puro (controle) e gel contendo GSNO encapsulado em PCL/CS. Legenda: A, B e C – Grupo controle após 7, 
14 e 21 dias de tratamento, respectivamente. D, E e F – Grupo tratado com GSNO encapsulado em PCL/CS 
após 7, 14 e 21 dias de tratamento, respectivamente. As setas indicam miofibroblastos (células contráteis 
indicativas de cicatrização). 

 

Os cortes histológicos obtidos da pele dorsal dos animais controle e dos 

animais tratados com gel contendo AgNPs estão apresentados na Figura 105. Os 

resultados foram semelhantes aos observados nos cortes histológicos do grupo tratado 

com gel contendo GSNO encapsulado – não houve mudanças significativas na derme 

após 14 dias de tratamento, quando comparado à derme observada após 7 dias, e 
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houve grandes mudanças após 21 dias de tratamento. A epiderme apresentou-se 

regenerada e a derme apresentou grande quantidade de miofibroblastos, sugerindo o 

término do processo de cicatrização – enquanto que no grupo controle, foram 

observadas as mesmas características do início do tratamento (sugerindo que não 

houve cicatrização). O tratamento com AgNPs reduziu o tempo necessário para a 

diferenciação de fibroblastos em miofibroblastos, revertendo o processo inflamatório 

mais rapidamente. 

 

Figura 56 – Fotomicrografia dos cortes histológicos da pele dorsal dos animais após tratamento com gel 
puro (controle) e gel contendo AgNPs. A, B e C – Grupo controle após 7, 14 e 21 dias de tratamento, 
respectivamente. D, E e F – Grupo tratado com GSNO encapsulado em PCL/CS após 7, 14 e 21 dias de 
tratamento, respectivamente. As setam indicam miofibroblastos (células contráteis indicativas de 
cicatrização). 
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5. CONCLUSÕES 

 

As AG/CS não foram adequadas para a administração de GSNO, por 

apresentarem baixa eficiência de encapsulação e por não se apresentarem como um 

sistema de liberação sustentada. As PCL/CS apresentaram eficiência de encapsulação 

de cerca de 70% e se mostraram adequadas para utilização como sistema de liberação 

sustentada de fármacos hidrofílicos. As AgNPs foram produzidas utilizando-se um 

método economicamente viável e adequado para aplicações biomédicas, e mostraram-

se estáveis por um longo período de tempo. De modo geral, o GSNO (livre ou 

encapsulado) e as nanopartículas poliméricas foram pouco tóxicos in vitro e in vivo. As 

AgNPs apresentaram-se citotóxicas em concentrações relativamente baixas para os 

três tipos celulares avaliados, o que não inviabilizaria sua utilização em aplicações 

biomédicas visto que foram pouco tóxicas nos estudos in vivo (não interferindo nos 

parâmetros bioquímicos e hematológicos dos animais). O tratamento com os compostos 

estudados reduziu o tempo necessário para a diferenciação de fibroblastos em células 

hiperativas (miofibroblastos), envolvidas na geração de força contrátil na ferida, 

revertendo o processo inflamatório mais rapidamente – possibilitando sua utilização em 

aplicações biomédicas visando ao tratamento de lesões provocadas por queimadura. 

 

 

 







  



6. PERSPECTIVAS 

 

 Aumentar o rendimento da síntese de GSNO e avaliar a decomposição do 

composto por um período maior de tempo; 

 Aumentar a eficiência de encapsulação do GSNO nas nanopartículas de 

alginato-quitosana (AG/CS) e retardar a liberação do composto a partir das 

nanopartículas, tornando-as um sistema de liberação sustentada; 

 Avaliar a permeação do GSNO através da pele, utilizando-se células de Franz; 

 Avaliar os efeitos citotóxicos das AgNPs, em diferentes concentrações e tipos 

celulares, ampliando o conhecimento sobre a citotoxicidade destas nanopartículas; 

 Ampliar a análise dos efeitos do GSNO e das nanopartículas sobre os 

parâmetros bioquímicos e hematológicos, e fazer o diagnóstico diferencial de 

hepatopatias utilizando outros biomarcadores; 

 Ampliar os estudos sobre a biotransformação das AgNPs, bem como sobre o 

acúmulo das nanopartículas em diferentes órgãos – uma vez que as nanopartículas não 

são biodegradáveis 

 Associar o GSNO às nanopartículas de prata e avaliar se esta associação 

potencializa o efeito cicatrizante dos compostos. 
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ANEXOS 

 

ANEXO A – CURVA DE CALIBRAÇÃO DE GSNO 

 

A curva de calibração utilizada para o cálculo da concentração de GSNO 

está representada na Figura 111. A equação da reta correspondente à curva foi                

y = -0,00615 + 2,19091x e o coeficiente de correlação obtido foi acima de 0,999 (R2 = 

0,99974), evidenciando uma boa qualidade da curva analítica (RIBANI et al., 2004). 
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Figura 57 - Curva de calibração utilizada para o cálculo da concentração de GSNO 

 

 

 

 

 



  



ANEXO B – APROVAÇÃO 
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ANEXO C – ARTIGOS SUBMETIDOS/PUBLICADOS DURANTE A PESQUISA 
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