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RESUMO

DE PAULA, L. B. Nanoparticulas Poliméricas e de Prata: Avaliacao da Toxicidade
in vitro e in vivo e do Processo de Cicatrizacao em Animais Submetidos a
Queimadura Térmica. 2013. 146 f. Dissertacao (Mestrado em Biologia Funcional e
Molecular, area de concentragdo em Bioquimica) — Instituto de Biologia, Universidade
Estadual de Campinas, Campinas, 2013.

Queimaduras representam um problema de salde publica, gerando um gasto anual de
cerca de R$ 55 milhdes ao Sistema Unico de Saude (SUS). Os produtos destinados ao
tratamento de queimaduras sdo em sua grande maioria importados, tornando
relevantes estudos que visem ao desenvolvimento de materiais com caracteristicas
adequadas ao tratamento e produzidos a partir de matérias-primas de baixo custo e
facil obtencdo. O objetivo deste trabalho foi avaliar os possiveis efeitos toxicos e o
potencial de cicatrizacdo de S-Nitrosoglutationa (GSNO) encapsulado em
nanoparticulas poliméricas (alginato-quitosana e poli(€-caprolactona) (PCL) recobertas
por quitosana) e de nanoparticulas de prata (AgNPs). O GSNO foi sintetizado através
de reacao de S-Nitrosacao direta de glutationa e caracterizado por espectrofotometria.
As nanoparticulas de alginato-quitosana (AG/CS) contendo GSNO foram preparadas
através do método de gelificacdo ibnica. As nanoparticulas de PCL recobertas por
quitosana (PCL/CS) e contendo GSNO foram preparadas através do método de dupla
emulsdo (dgua/bleo/dgua) e evaporacao do solvente. Ambas as nanoparticulas foram
caracterizadas por espectroscopia de correlacdo de fétons (ECF) e microscopia
eletrénica de varredura (MEV). As AgNPs foram produzidas extracelularmente por
método biotecnoldgico utilizando-se o fungo Fusarium oxysporum e caracterizadas por
ECF e microscopia eletrbnica de transmissao (MET). A toxicidade in vitro das
nanoparticulas foi avaliada através de ensaios de citotoxicidade utilizando-se cultura de
células de linhagens pré-estabelecidas e o potencial de cicatrizacao foi avaliado através
de inducdo de queimadura térmica em ratos Wistar machos, os quais foram
posteriormente eutanaziados para avaliacdo da toxicidade in vivo das nanoparticulas.
As AG/CS contendo GSNO apresentaram didmetro 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 diametro médio de 448,6 + 35,38 nm e potencial Zeta de +23,11 £ 4,75
mV. As AgNPs apresentaram-se esféricas e altamente estaveis, com diametro médio de
7,3 £ 3,0 nm e potencial Zeta de -31,1 + 2,09 mV. As nanoparticulas apresentaram-se
pouco toxicas in vitro e in vivo. O tratamento das lesées com as nanoparticulas reduziu
a area lesionada em praticamente 100% apds 35 dias, diminuindo o tempo necessario
para a diferenciacdo de fibroblastos em miofibroblastos, e revertendo o processo
inflamatério mais rapidamente. Nossos resultados indicam que os sistemas
nanoparticulados estudados podem fornecer uma nova e eficaz direcao terapéutica
para o tratamento de queimaduras.

Palavras-chave: cicatrizacao; citotoxicidade; nanoparticulas de prata; nanoparticulas
poliméricas; queimadura.
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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 INTRODUCAO
1.1  Queimaduras

Lesdes nao intencionais representam um problema de saude publica e as
queimaduras figuram entre as principais. De acordo com a Sociedade Internacional
para Queimaduras (International Society for Burn Injuries — ISBI), queimadura é a
destruicdo de parte ou de todas as células das camadas da pele por calor, produtos
quimicos, eletricidade, radiacao ultravioleta (UV), infravermelha ou radioatividade; além
de frio, friccdo, plantas ou animais. Dentre as causas mais comuns, destacam-se as
gueimaduras por fogo/chama e por liquidos quentes (escaldaduras) (AMERICAN BURN
ASSOCIATION, 2011). Basicamente, as queimaduras séo classificadas de acordo com
a profundidade da lesao, em trés graus (Figura 1) (EVERS et al., 2010):

. Queimadura de 1° grau superficial — acomete a camada superficial da pele
(epiderme), sendo caracterizada por vermelhidao, inchaco e dor locais, Umida e sem
formacao de bolhas.

. Queimadura de 2° grau parcial superficial — acomete parte da camada profunda
da pele (derme papilar), sendo caracterizada por dor mais intensa, formacéo de bolhas
e desprendimento parcial ou total da area afetada.

. Queimadura de 2° grau parcial profunda — acomete totalmente a camada
profunda da pele (derme reticular), sendo caracterizada por pouca dor, aspecto seco e
esbranquicado e perda dos apéndices epidérmicos (foliculos pilosos e glandulas
sudoriparas e sebaceas).

. Queimadura de 3° grau profunda — acomete ambas as camadas da pele, o tecido
subcutaneo (hipoderme) e as terminagdes nervosas (resultando em auséncia de dor),
sendo caracterizada por aspecto seco e esbranquicado ou escurecido (carbonizado),
dependendo da fonte de origem da lesao.

Alguns autores incluem ainda um 4° grau, na qual a pele é acometida além
da hipoderme, danificando musculos, tenddes e 0ssos, e prejudicando a estrutura e a
funcédo morfolégica da pele (DeSANTI, 2005; HERMANS, 2005).
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Figura 1 - Representacdo das camadas da pele acometidas conforme a profundidade da lesdo. A -
Queimadura de 12 grau. B — Queimadura de 22 grau. C — Queimadura de 3¢ grau. Fonte: A.D.A.M. Images.

Aléem da profundidade, a extensdo da queimadura também constitui fator
determinante para a morbidade (numero de casos em um grupo populacional) e a
mortalidade (nimero de mortes em um grupo populacional) de pacientes queimados. A
extensdo de uma queimadura pode ser rapidamente estimada calculando-se a
porcentagem da area da superficie corporal total acometida pela queimadura, através
da Regra dos Nove — a qual divide o corpo em segmentos de 9% ou multiplos de 9%
(Figura 2) (WALLACE, 1951). Para bebés e criangas com até 15 anos, a Regra dos
Nove nao é recomendada e pode resultar em estimativas imprecisas, uma vez que as
proporgdes do corpo n&o sao as mesmas — por exemplo, a cabega corresponde a mais
de 9% da superficie corporal e as extremidades inferiores, a menos de 9%. Neste caso,
recomenda-se a utilizacdo dos valores da Tabela de Lund-Browder, a qual leva em
consideracao as proporgcoées do corpo em relacdo a idade a um valor pré-estabelecido
(Figura 2) (LUND & BROWDER, 1944).
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Figura 2 - Porcentagens utilizadas, em adultos e criangas, para calculo da superficie corporal total acometida
pela queimadura e estimativa de sua extensao. Fonte: Adaptado de CHURCH et al., 2006.

No Brasil, estima-se que 77,3 mil pessoas morreram devido a lesées nao
intencionais em 2008. Deste total, 1,2 mil foram devido a lesbées provocadas por
incéndios (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011). Em 2009, aproximadamente 2,8
mil pacientes com queimaduras foram atendidos em unidades publicas de saude
apenas no Estado de Sao Paulo, de acordo com dados da Secretaria de Estado da
Saude de Sao Paulo (SES-SP) (BRASIL, 2010). Ainda de acordo com os dados da
SES-SP, a taxa de internagdes diarias por queimadura pelo Sistema Unico de Saude
(SUS) no Estado foi de quase nove, apenas em 2010 (BRASIL, 2011). Dentre as
internacdes por causas externas registradas no primeiro semestre de 2003, no Hospital
Municipal de Sdo 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 milhdes com tratamentos de pacientes queimados
(MACEDO et al., 2012).

Queimaduras graves podem prejudicar consideravelmente a integridade da

pele, levando a formagdo de cicatrizes hipertréficas e queloides. Juntamente com o
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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 doencas durante e apds a
reabilitacdo. Um numero consideravel de pacientes apresenta doencas como
depressdo e transtorno de estresse pés-traumatico apds o acidente, ndo voltam a
trabalhar e sdo passiveis de ressarcimento pelos sofrimentos psiquicos acarretados
(GARDNER et al., 2012).

1.2 Pele

As queimaduras estdo entre as maiores causas de danificacdo cutanea. A
pele — maior 6rgdo do corpo humano, correspondendo a aproximadamente 16% do
peso corporeo total — é responsavel por diversas fungdes no organismo, como protecao
contra desidratacdo, atrito e invasdao de microrganismos; envio de informacdes do
ambiente externo ao sistema nervoso central (SNC); termorregulacdo e excrecao de
substancias. Consequentemente, apdés uma queimadura grave, a perda de calor e de
agua aumenta, a sensibilidade e a elasticidade sédo perdidas e o risco de infeccéao é
elevado (DeSANTI, 2005; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

A pele é composta por duas camadas: epiderme (camada superficial, ndo
vascularizada e constituida por tecido epitelial) e derme (camada profunda, ricamente
vascularizada e constituida por tecido conjuntivo). Abaixo da derme encontra-se a
hipoderme ou tecido subcutdneo, a qual ndo pertence a pele e serve-lhe apenas de
unido com o6rgaos adjacentes (Figura 3) (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).
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Hipoderme —

Figura 3 — Representacdo das camadas da pele e do tecido subcutaneo (hipoderme). Fonte: Adaptado de
A.D.A.M. Images.

A epiderme é constituida por cinco camadas (da mais interna para a mais
externa): basal, espinhosa, granulosa, lucida e cérnea. Na camada granulosa, os
granulos lamelares (que contém discos lamelares formados por bicamadas lipidicas)
sdo sintetizados e, posteriormente, seu material lipidico é depositado no espaco
intercelular da camada coérnea. Juntamente com os corneécitos (queratinécitos
maduros) ali presentes, a deposicdo deste material contribui para a formacédo de uma
barreira impermeéavel a agua e contra a penetracao de substancias. Desta forma, a
camada coérnea atua como fator limitante para a penetracdo de agentes terapéuticos
(FOLDVARI, 2000; GUTERRES et al., 2007; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

A derme é rica em terminacdes nervosas e vasos sanguineos e linfaticos,
mas basicamente acelular. E constituida por duas camadas: papilar, na qual estio
presentes fibrilas de colageno (que prendem a derme a epiderme) e pequenos vasos
sanguineos que nutrem e oxigenam a epiderme, e reticular, a qual também apresenta
muitas fibras proteicas (colageno e elastina), sendo responsavel, juntamente com a
camada papilar, pela elasticidade da pele. Epiderme e derme sdo unidas por um
complexo de apéndices epidérmicos (foliculos pilosos e glandulas sudoriparas e
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sebaceas), cujos eixos sao revestidos com células epiteliais. Por este motivo, a derme é
capaz de produzir células epiteliais novas para a reposicdo da epiderme, como em
casos de queimadura. Os apéndices epidérmicos, embora com capacidade limitada,
podem ser utilizados como vias adicionais de absorcao de farmacos (FOLDVARI, 2000;
CHURCH et al., 2006; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008). A hipoderme, por sua vez, é
constituida basicamente por adipécitos (células que armazenam grandes quantidades
de lipideos) e desempenha fungdes de isolamento térmico, fornecimento de energia e
absorcao de choque (amortecimento).

1.3 Processo de Cicatrizacao

Quando a pele é lesionada, uma série de eventos celulares e moleculares é
desencadeada visando a regeneracdo do tecido danificado e o restabelecimento da
hemostasia. O processo de cicatrizagcdo depende de fatores como tipo de pele,
localizagdo anatbmica, ragca, sexo, idade, estado nutricional, oxigenacéao, infecgao,
doencas como diabetes, dentre outros (GUO & DIiPIETRO, 2010); e & composto
basicamente por trés fases distintas, que devem ocorrer em sequéncia e tempo

adequados: inflamacao, regeneracao e remodelagéo (Figura 4).

. Inflamacao — imediatamente apés a injuria do endotélio, a ruptura de vasos
sanguineos e linfaticos ativa plaquetas e componentes do plasma (fatores de
coagulacao), os quais formam um coagulo de fibrina que age como barreira contra a
invasdo de microrganismos e como maitriz proviséria para a migracao celular de
fibroblastos, queratindcitos e células endoteliais. A degranulacdo das plaquetas
(liberacao de fatores de crescimento contidos em seu citoplasma), juntamente com a
ativacao do sistema complemento e os produtos da degradacao de bactérias, é
responsavel por recrutar os neutréfilos para o local da ferida — os quais possuem
grande capacidade de fagocitose de bactérias e fungos. Apds dois ou trés dias,
mondcitos também sdo recrutados para o local da ferida e se diferenciam em

macréfagos. Os macréfagos sdo as principais células do processo de cicatrizagéo e
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atuam na remocao de bactérias, corpos estranhos e componentes do tecido lesado,
além de secretarem fatores quimiotaticos e de crescimento essenciais a formagéao do
tecido de granulacdo, 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
apoés a lesao, queratindcitos (células produtoras de queratina) sdo estimulados para as
margens da ferida, dando inicio a epitelizacdo. Concomitantemente, fibroblastos atuam
produzindo colageno, elastina, fibronectina, proteases e glicosaminoglicana -
substituindo a matriz proviséria, composta por fibrina, pelo tecido de granulacao.
Igualmente essencial para a formacao do novo tecido de granulacdo, a angiogénese
também ocorre nesta fase, a partir da migracado e da estimulacao mitogénica 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 fibroblastico), importantes para o crescimento e a manutencdo dos novos
vasos sanguineos (GABBIANI, 2003; ATHER et al., 2007; GURTNER et al., 2008).

. Fase reparativa ou de maturacdo — durante esta fase, iniciada duas a trés
semanas apoés a lesdo, os eventos celulares e moleculares ativados ap6s a lesao séao
gradativamente diminuidos, até cessarem por completo. Apés abundante sintese e
deposicao de matriz extracelular (MEC), fibroblastos (pela acdo do fator de
transformacao do crescimento beta — TGF-B) sofrem maturacao e se transformam em
miofibroblastos — células que expressam largos filamentos de actina abaixo da
membrana plasmatica, sintetizam niveis elevados de proteases degradantes da MEC (a
qual se reorganiza e passa de provisoria a definitiva) e estendem pseuddpodes que se
prendem firmemente ao colageno da MEC para realizar fortes movimentos de retracao
celular, promovendo a contracao da ferida. Miofibroblastos, juntamente com macréfagos
e células endoteliais, sofrem apoptose (morte celular programada) ou migram do local
da ferida e deixam uma “massa” com poucas células e constituida principalmente por
colageno, proporcionando a formacao de uma cicatriz normal. Se a cicatrizagdo nao
progride de forma adequada e a celularidade local persiste, € formada uma cicatriz
hipertréfica ou queloide (ATHER et al., 2007; GURTNER et al., 2008).

29



# Pelo

Célula
epitelial

Ducto da glandula

Tecido subcutdneo sudoripara

Fibroblasto

Plagueta

Meutrdfilo Glandula i
sebicea Colageno

Capilar

Novo vaso
sanguineo

Maondcito

Tecido de
granulacdo

Macrdfago

Figura 4 - Fases da cicatrizacdo. Fase inflamatéria (a): o ambiente da ferida é caracterizado por baixa
oxigenacao (hipoxia) e formacao de um coagulo de fibrina. Bactérias, plaquetas e neutréfilos estdao presentes
em grande quantidade. Fase regenerativa (b): o ambiente da ferida é caracterizado pela formacao de uma
escara (crosta escura) na superficie da pele. Ha inicio da formacao do tecido de granulacao e de novos vasos
sanguineos. Fase reparativa (c): miofibroblastos, macrofagos e células endoteliais sofrem apoptose ou
deixam o local da ferida, proporcionando a formacgao de uma cicatriz normal. Fonte: Adaptado de GURTNER
et al., 2008.
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1.4 Administracao Tépica de Farmacos

Assim como os 6rgaos viscerais, a pele pode desempenhar diversas funcoes
metabdlicas. Dentre estas funcdes, destaca-se a biotransformacdo de farmacos,
possivel provavelmente devido a expressdao, na pele, de importantes enzimas
metabolizadoras de farmacos constituintes da familia das citocromos P450 (enzimas
metabolizadoras mais abundantemente encontradas no figado); além de outras
enzimas, como as esterases. Devido a essa capacidade e por se tratar de um método
nao invasivo, a pele tem sido cada vez mais explorada para administracao de farmacos
e vacinas, e para testes toxicolégicos de farmacos e drogas (SVENSSON, 2009).

A administracao tépica de farmacos depende das propriedades anatémicas
da pele, das caracteristicas fisico-quimicas do farmaco e do tipo de formulagdo. As
substancias podem permear as camadas da pele através de trés vias: paracelular,
transcelular e transanexal (Figura 5). A via paracelular é a mais comum; porém mais
lenta, uma vez que as substancias passam entre os cornedécitos — ao contrario da
transcelular que, embora seja mais curta, oferece maior resisténcia, uma vez que as
substancias precisam atravessar as estruturas lipidicas e o citoplasma de queratindcitos
mortos (TROMMER & NEUBERT, 2006). A via transanexal, apesar de pouco
significativa (os apéndices epidérmicos representam apenas 0,1% da superficie total da
pele), também representa uma importante rota para administracdo de substancias,
como agentes protetores contra raios ultravioleta (UV) utilizados em protetores solares
(LADEMANN et al., 2004).
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Figura 5 — Representacao das possiveis vias de permeacao de farmacos através das camadas da pele. 1 —
Via paracelular: as substancias passam entre os corneodcitos. 2 — Via transcelular: as substancias
atravessam as estruturas lipidicas e o citoplasma de queratindcitos mortos. 3 — Via transanexal: as
substancias permeam as camadas da pele através dos apéndices epidérmicos. Fonte: Adaptado de
FOLDVARI, 2000.

A utilizagdo de agentes promotores de absorcdo e/ou de técnicas fisicas
pode auxiliar a permeacgédo dos farmacos, diminuindo a limitacdo imposta pela camada
cérnea. Alguns exemplos sdo a interacéo entre os grupos polares do potenciador e dos
lipideos da camada cérnea (resultando em perturbagdes que facilitam a difusdo dos
farmacos hidrofilicos); o aumento do fluxo de moléculas de agua livres entre as
bicamadas lipidicas, através de hidratacao simples ou da utilizagao de ureia (resultando
na hidratacdo da camada cérnea e facilitando a difusdo de farmacos hidrofilicos); e a
utilizacdo de técnicas de iontoforese (aplicacdo de corrente elétrica unidirecional, que
gera um potencial idbnico e aumenta a migracdo de farmacos ibnicos através da
repulsdo eletrostatica do eletrodo ativo), fonoforese (aplicacdo de ultrassom, que
provoca a formacao de bolhas de gas e, consequentemente, a formagcao de poros nos
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cornedcitos, aumentando o espaco intercelular e perturbando os lipideos da camada
cérnea), eletroporacao (aplicacdo de pulsos elétricos curtos, de alta voltagem, que
provocam uma formacao transitéria de poros aquosos na bicamada lipidica, permitindo
a difusdo de macromoléculas através destes poros) e administragdo por microagulhas
revestidas com o farmaco (liberado diretamente na corrente sanguinea), as quais
penetram a camada cérnea e toda a epiderme, sem alcancar as terminacdes 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, a prevencao e/ou
diminuicdo do risco de infeccdo e a eliminacdo de fatores que possam desacelerar o
processo de cicatrizagdo, contribuindo para a formacdo de uma cicatriz quase
imperceptivel. Para tanto, os curativos utilizados devem manter a umidade no leito da
ferida, permitir trocas gasosas, ser impermeaveis a bactérias e facilmente removiveis,
para ndo causar traumas na ferida e na pele ao redor — minimizando a dor e
proporcionando o maximo de conforto ao paciente. Além disso, devem ser
confeccionados com materiais biocompativeis para evitar rejeicdo e apresentar baixo
custo, tornando sua utilizagdo economicamente viavel (HERMANS, 2005).

Como mencionado anteriormente, queimaduras graves acarretam em
descompensacao hidrica e tornam o organismo mais suscetivel a infeccdo — quinta
complicacao clinica mais relevante decorrente de queimaduras e principal causa de
morbidade e mortalidade em pacientes queimados (FONG & WOOD, 2006; AMERICAN
BURN ASSOCIATION, 2011). A grande exposi¢ao da pele ao meio ambiente torna seu
contato constante e inevitadvel com microrganismos patogénicos, sendo Staphylococcus
aureus e Pseudomonas aeruginosa os mais presentes em feridas por queimadura
(GRUNWALD & GARNER, 2008; KASTEN et al., 2011). Infeccao persistente (mais de
14 dias) pode retardar a maturacdo epidérmica e contribuir para a formagdo de
cicatrizes profundas (SINGER & MCCLAIN, 2002). Portanto, torna-se indispensavel,
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nos curativos utilizados, a presenca de um agente antimicrobiano e de um material que
contenha a perda dos fluidos corpéreos.

Atualmente, os produtos mais utilizados no tratamento de queimaduras sao
pomadas a base de sulfadiazina de prata (associada ou ndo ao nitrato de cério);
hidrogéis e hidrocoloides; lo¢des oleosas a base de acidos graxos essenciais; gazes
impregnadas com Aloe vera; membranas de poliuretano, alginato de calcio ou
colageno, e matrizes de regeneracao dérmica (MANDELBAUM et al., 2003). Outras
recentes tecnologias incluem cultura in vitro de queratindcitos e fibroblastos, engenharia
de tecidos e terapia génica (ATIYEH et al., 2005). Entretanto, devido a necessidade de
trocas frequentes e a fabricagdo ndo nacional de alguns destes produtos, o custo para a
utilizacdo dos mesmos é elevado, tornando-0os pouco acessiveis a populacdo de baixa
renda e economicamente inviaveis para utilizacdo em larga escala nas Unidades de
Terapia de Queimados. Assim, um dos grandes desafios das pesquisas na area de
reparagao tissular consiste no desenvolvimento de materiais que apresentem as
caracteristicas adequadas ao tratamento e que sejam produzidos a partir de matérias-
primas de baixo custo e facil obtencéo.

1.6 Nanotecnologia

A nanotecnologia tornou-se um dos alvos de pesquisa mais importantes dos
ultimos anos. Nanomateriais sdo materiais cujas estruturas encontram-se em escala
nanométrica (1 nm = 10° m) e cujas propriedades fisico-quimicas diferem das
observadas em maior escala, possibilitando diferentes fendmenos e novas aplicagdes.
Dentre os nanomateriais, destacam-se as nanoparticulas, as quais tém atraido a
atencao de pesquisadores, do governo e da industria mundial devido a diversidade de
sua aplicacdo em cosméticos, produtos farmacéuticos e eletrbnicos — uma vez que
apresentam diferentes propriedades fisico-quimicas e possuem facilidade de preparo e
manipulagdo, maior area superficial e elevada reatividade (JU-NAM & LEAD, 2008;
DURAN et al. 2009).
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1.6.1 Nanoparticulas de Prata

A prata € um metal cujas propriedades antimicrobianas sao conhecidas pelo
homem desde a Antiguidade (por volta de 4.000 a.C.). Egipcios, Gregos e Romanos
utilizavam-na para cozinhar e preservar agua e alimentos pereciveis. Organismos vivos
como bactérias, algas e fungos, por serem capazes de reduzir ions metalicos ou de
formar complexos insollveis com ions metalicos na forma de nanoparticulas, podem ser
utiizados para a sintese de nanomateriais. A literatura sobre a utilizagdo de
microrganismos para producdo intra- e extracelular de nanoparticulas metalicas 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 utilizacado de fungos para sintese de nanoparticulas de prata (aglomerados
de atomos de prata com diametro 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 solucdo contendo este metal, produzindo
nanoparticulas altamente estaveis (AHMAD et al., 2003; SASTRY et al., 2003; DURAN
et al., 2007; GADE et al., 2008). O possivel mecanismo pelo qual sdo formadas as
nanoparticulas envolve a adicao de uma solucao de nitrato de prata (AgNO3) a uma
solucdo aquosa estéril previamente colocada em contato com a biomassa do F.
oxysporum e posterior reducdo dos ions de prata (Ag*) por agentes redutores,
especificos deste fungo, liberados na solucdo aquosa (Figura 6) — indicando claramente
que esta reducdo ocorre extracelularmente (DURAN et al, 2005). A sintese de
nanoparticulas de prata (AgNPs) por método biotecnolégico é mais vantajosa que por
métodos quimicos, por ser economicamente mais viavel, demandar menos energia, ndo
utilizar produtos quimicos téxicos ao meio ambiente e produzir nanoparticulas altamente
estaveis e com diametros menores (VAIDYANATHAN et al., 2009).
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Figura 6 — Mecanismos hipotéticos da biossintese extracelular de nanoparticulas de prata (AgNPs) por
agentes redutores especificos do Fusarium oxysporum. Fonte: DURAN et al., 2005.

Diversos estudos comprovam a elevada atividade antimicrobiana das AgNPs
(FENG et al., 2000; MORONES et al., 2005; ATIYEH et al., 2007; KVITEK et al., 2011).
Mesmo quando aplicadas em baixas concentracdes, estas nanoparticulas apresentam
atividade bactericida eficiente e persistente, tornando sua utilizagdo, em processos de
desinfeccdo de materiais, mais vantajosa que desinfetantes quimicos comumente
utilizados, como o hipoclorito — que age mais rapidamente, mas requer concentracoes
mais elevadas e cuja atividade bactericida persiste por um tempo menor (CHAMAKURA
et al., 2011). Devido a essa propriedade, estas nanoparticulas tém sido amplamente
utilizadas em diversos produtos, como tecidos, vestimentas para hospitais, materiais
cirurgicos, curativos, colirios, produtos de higiene oral e pessoal, eletrodomésticos,
embalagens para alimentos, no tratamento de agua, dentre outros (FURNO et al., 2004;
JAIN & PRADEEP, 2005; LI et al., 2006; DURAN et al., 2007; THERON et al. 2008;
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KUMAR & YADAYV, 2009; PRADEEP & ANSHUP, 2009; RAI et al., 2009; FERNANDEZ
et al., 2010; THAKKAR et al., 2010; SAIFFUDIN et al., 2011).

A associacdo de AgNPs a antibibticos é bastante interessante do ponto de
vista médico e econbémico, uma vez que potencializa o efeito antimicrobiano das
nanoparticulas, diminuindo os mecanismos de resisténcia dos microrganismos e 0s
casos de infeccdo, consequentemente diminuindo os custos hospitalares decorrentes
(LI et al., 2005; GADE et al., 2008). No ambito do tratamento de feridas, curativos
impregnados com AgNPs foram utilizados com sucesso em feridas crénicas (MISHRA
et al., 2008) e em lesdes provocadas por queimaduras — nas quais, além da atividade
antimicrobiana, modularam a producdo de citocinas inflamatérias e aceleraram o
processo de cicatrizacao (TIAN et al., 2007). Curativos impregnados com prata
nanocristalina também possuem alta eficacia no tratamento de feridas crénicas e
gueimaduras, reduzindo a inflamacao e promovendo a cicatrizacdo de forma menos
toxica que outros tipos de curativos contendo prata (FONG & WOOD, 2006;
CHALOUPKA et al, 2010). Nesse sentido, AgNPs produzidas por método
biotecnoldgico podem fornecer uma nova direcao terapéutica para o tratamento de

lesbes provocadas por queimaduras, de maneira eficaz e economicamente viavel.

1.6.2 Nanoparticulas Polimericas e Sistemas de Liberacao Sustentada

Ao longo dos ultimos anos, uma série de sistemas particulados (lipossomas,
ciclodextrinas, dendrimeros e nanoparticulas poliméricas) tem sido utilizada como
carreadores para administracdo de pequenas moléculas e agentes terapéuticos
macromoleculares, em sitios de agéo especificos (MOGHIMI et al., 2012).

Nanoparticulas poliméricas sdo sistemas carreadores com diametro inferior a
1000 nm (1 um) e denominadas nanocdpsulas ou nanoesferas de acordo com sua
composicao: a presenca de 6leo nas nanocapsulas € responsavel pela formacao de
uma estrutura vesicular; enquanto que sua auséncia, nas nanoesferas, é responsavel
pela formagdo de uma matriz polimérica sélida e homogénea. Em relagdo aos

mecanismos de encapsulagdo, o farmaco ou as moléculas bioativas podem estar
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retidos, dispersos ou dissolvidos dentro das nanoparticulas, ou ainda adsorvidos a
superficie das mesmas (Figura 7) (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Nanocapsulas Nanoesferas
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Figura 7 — Representacao esquematica dos tipos de nanoparticulas poliméricas e possiveis disposicées do
farmaco nas mesmas: a) Farmaco dissolvido dentro da nanocapsula. b) Farmaco adsorvido a superficie da
nanocapsula. ¢) Farmaco retido na matriz polimérica da nanoesfera. d) Farmaco adsorvido ou disperso na
matriz polimérica da nanoesfera. Fonte: SCHAFFAZICK et al., 2003.

A utilizagdo de nanoparticulas poliméricas como sistemas de liberagdo de
farmacos vem atraindo a atencao dos pesquisadores por proporcionar uma alternativa
as terapias de longo prazo. Estes sistemas oferecem diversas vantagens em relacao a
outras vias de administracdo, como protecdo do farmaco e sua liberacdo em um sitio
especifico, de forma continua e sustentada; alta capacidade de atravessar barreiras
fisiologicas e reducao de administracdes repetidas do farmaco — consequentemente
reduzindo os efeitos colaterais sistémicos (DURAN et al, 2009). Através destes
sistemas, a concentracdo do farmaco no sitio de acdo é mantida na faixa terapéutica
por um periodo maior de tempo, utilizando-se menor nimero de doses — uma vantagem
em relagdo as formas convencionais de administracdo de farmacos, como gotas,
sprays, injecdes e comprimidos; nas quais a concentragdo do farmaco aumenta, atinge
um pico maxico e declina (Figura 8).

Na administragdo convencional, sdo necessarias varias doses por dia para
atingir e manter concentragdes plasmaticas terapeuticamente eficazes, o que causa
inconstancias significativas nos niveis plasmaticos — podendo o nivel do farmaco cair
abaixo da concentracdo minima eficaz ou exceder a concentracdo minima toxica;

diminuindo o beneficio terapéutico pretendido ou tornando-se um problema caso a dose
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efetiva do farmaco esteja préxima a dose téxica (PICOS et al., 2000; SHEN, JASTI & LI,
2002; QURRAT-UL-AIN et al., 2003).

ncentracio plasmatica
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Figura 8 — Administracao de farmacos convencional versus utilizando-se sistemas de liberacao sustentada: a
administracao convencional necessita de varias doses para atingir e manter concentracées plasmaticas
terapeuticamente eficazes, causando inconstancias significativas que podem levar o nivel do farmaco a
abaixo da concentragcao minima eficaz ou a acima da concentragcdao minima toéxica; enquanto sistemas de
liberacao sustentada mantém a concentracao plasmatica do farmaco constantemente em niveis terapéuticos.

Os avancos na encapsulacdo de farmacos ou moléculas bioativas em
nanoparticulas poliméricas foram de grande valia para o desenvolvimento de novos
produtos destinados ao tratamento de feridas, ja que estas nanoparticulas podem ser
estaveis frente aos fluidos biolégicos. A reducdo do tamanho das particulas a uma
escala nanométrica, por si sO, contribui para a permeagdo das mesmas pela pele.
Outros fatores que influenciam a permeacéo e o transporte das nanoparticulas, bem
como a liberacdo das substancias encapsuladas, sdo a composicdo quimica e a
viscosidade das formulacdes, além do método utilizado para a encapsulacido
(GUTERRES et al., 2007; MOGHIMI et al., 2012). Na preparacao de nanoparticulas
poliméricas para aplicagdes biomédicas, os polimeros (naturais ou sintéticos) devem
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ser biocompativeis, biodegradaveis e in6cuos ao organismo. Alguns dos principais
polimeros utilizados no desenvolvimento de sistemas micro e nanoestruturados sao os
polihidroxialcanoatos (PHA), a gelatina, o alginato e a quitosana, os quais sao
polimeros naturais, e os homopolimeros de acido latico (PLA) e de acido glicélico
(PGA), seus copolimeros (PLGA) e o poli(E-caprolactona) (PCL), os quais sao
polimeros sintéticos. O alginato e a quitosana sdo extensivamente empregados na
industria farmacéutica devido a sua elevada biocompatibilidade.

O alginato (um copolimero linear formado por blocos de grupos a-1,4-di-L-
guluronato (G) e B-1,4-D-manuronato (M) — Figura 9) é um polissacarideo extraido
principalmente de algumas espécies marinhas de algas marrons, solivel em agua,
atéxico e aprovado pelo U.S. Food and Drug Administration (FDA) (GEORGE &
ABRAHAM, 2006). Na area médica, tem sido amplamente empregado no tratamento de
Ulceras com grande quantidade de exsudato, uma vez que a troca de ions entre o célcio
do alginato e o sédio da ulcera forma um gel de alginato de sédio estavel a temperatura
ambiente e com capacidade de absorcdo de umidade; mantendo, assim, um
microambiente Umido apropriado a cicatrizagdao. Ainda, a geracao de ions livres de
calcio amplifica a cascata de coagulacao e auxilia na fase de granulacao tecidual. Outro
aspecto positivo do uso de alginato em feridas é sua capacidade de bloquear
terminagdes nervosas e de ndo se aderir ao leito da lesdo, minimizando possiveis
traumas locais (PAUL & SHARMA, 2004; GEORGE & ABRAHAM, 2006).
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Figura 9 — Estrutura quimica do alginato. Fonte: MAGBIOMAT. Disponivel em: <http://www.physique.univ-
paris-diderot.fr/magbiomat/img/alginate.png>. Acesso em: 30 jan. 2013.
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A quitosana é o segundo polimero mais abundante na natureza. E produzida
através da desacetilagdo da quitina (Figura 10), principal componente estrutural do
exoesqueleto de crustaceos — embora também encontrado em moluscos, insetos € na
parede celular de fungos. O processo de desacetilacdo da quitina apresenta baixo custo
e é facilmente realizado por hidrélise alcalina a altas temperaturas (GEORGE &
ABRAHAM, 2006). Por serem biocompativeis e biodegradaveis, estes dois polimeros
sao atualmente empregados em diversas areas, tais como agricultura, industria de
alimentos, tratamento de efluentes, desenvolvimento de biomateriais, engenharia de
tecidos e administracao de farmacos (KHOUSHAB & YAMABHAI, 2010).
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Figura 10 — Estrutura quimica da quitina e do produto de sua desacetilagado, a quitosana. Fonte: Adaptado de
Altakitin. Disponivel em: <http://www.altakitin.com/images/Chitosan1.gif>. Acesso em: 30 jan. 2013.

No tratamento de feridas, a utilizacdo da quitosana é muito promissora
devido a sua permeabilidade ao oxigénio e as suas propriedades antimicrobiana,
analgésica e cicatrizante (OKAMOTO et al., 2002; KHOUSHAB & YAMABHAI, 2010;
DAl et al., 2011). A quitosana acelera o processo de cicatrizacdo através da ativacao de
macrofagos e fibroblastos, e do aumento da sintese de &cido hialurbnico e de sua
deposicao no tecido conjuntivo regenerado; além de influenciar na deposicdo de
colageno na matriz extracelular durante a reparacao do tecido lesionado, dentre outros
beneficios (Figura 11) (Ml et al., 2003; SYNOWIECKI & AL-KHATEEB, 2003; PAUL &
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SHARMA, 2004). Diversos estudos ja foram realizados sobre o emprego de quitosana
sob a forma de filmes para recobrimento (membranas), hidrogéis, solugcdes coloidais ou
esponjas para aplicacao em feridas (Ml et al., 2001; LIN-GIBSON et al., 2003; SILVA et
al., 2004; DAl et al., 2009; JAYAKUMAR et al., 2011).

Figura 11 — Representacao esquematica dos beneficios de curativos a base de quitosana. 1 — Estimulam a
coagulacao natural do sangue. 2 — Formam uma barreira contra infeccao. 3 — Proporcionam suporte para o
crescimento celular. 4 — Minimizam cicatrizes. 5 — Fortalecem o novo tecido formado. 6 — Fornecem proteinas
necessarias a cicatrizacdao. 7 — Absorvem os fluidos da inflamacao. 8 — Bloqueiam terminagcdes nervosas,
reduzindo a dor. Fonte: Adaptado de PAUL & SHARMA, 2004.

Outra importante propriedade da quitosana para a area médica é a
bioadesdo — em pH fisiolégico, devido aos grupos amino protonados, a quitosana
apresenta carga positiva, a qual Ihe confere capacidade de adesdo a superficies
carregadas negativamente (como pele e mucosas), aumentando sua retencdao. Além
disso, é capaz de induzir uma abertura temporaria nas juncoes epiteliais, podendo
aumentar a permeabilidade de farmacos, especialmente os polares (BERGER et al.,
2004; NAGPAL et al., 2010). A quitosana também pode ser associada a nanopatrticulas
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de prata, potencializando o efeito antimicrobiano e inibindo o crescimento in vitro e in
vivo de bactérias e fungos — provavelmente devido a permeabilizacdo das células
bacterianas pela quitosana, permitindo melhor penetracao dos ions 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 relacdo as propriedades destes polimeros isolados. Por se
tratarem de polieletrolitos de cargas opostas (quando em solucdo, o alginato pode
apresentar carga liquida negativa enquanto a quitosana, carga liquida positiva), a
associacao destes polimeros forma um complexo polieletrolitico (PEC) com menor
tendéncia ao intumescimento, em relacdo ao alginato, e maior resisténcia a
solubilizacdo em valores baixos de pH, em relacao a quitosana (WANG et al., 2001;
HEIN et al, 2008; RODRIGUES, 2008; SATHER 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 interacao entre os polimeros € desfavorecida pela preponderancia de
ionizacao dos polimeros isolados. O valor ideal de pH para a formacao de um PEC
estavel € em torno de 5,28 — valor intermediario 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 (CARDENAS
et al., 2003; KARAKECILI et al., 2007; SAETHER et al., 2008; LI et al., 2009).

Alginato e quitosana associados tém sido amplamente empregados como
sistemas carreadores de proteinas e DNA, e como sistemas para administracao de
vacinas, antibiéticos, insulina e antineoplasicos (BORGES et al.,, 2005; GEORGE &
ABRAHAM, 2006; SARMENTO et al., 2007; MOTWANI et al., 2008; GAZORI et al.,
2009; ZHANG et al., 2010; GONCALVES et al., 2011; NAGARWAL, KUMAR & PANDIT,
2012). Esta associacao pode, ainda, atuar de maneira positiva na absorcao dos fluidos
de lesbes exsudativas. Por serem renovaveis e possuirem grande disponibilidade
comercial e propriedades intrinsecas de biocompatibilidade, biodegradabilidade e
cicatrizacdo, estes dois polimeros associados tornam-se um biomaterial ideal para
estudos e confeccao de curativos destinados a cicatrizacao de feridas.
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O PCL (Figura 12) é um polimero altamente biocompativel e biodegradavel,
cujas propriedades mecanicas, inocuidade de seu produto de degradacado e grande
permeabilidade a diversos farmacos tém atraido a atencdo dos pesquisadores para
fabricacdo de materiais implantaveis de utilizacdo em longo prazo e preparacao de
sistemas nanoparticulados para liberacdo controlada de farmacos, uma vez que sua
degradacio ¢ lenta (RE et al., 2006; CIRPANLI et al., 2010; CHUENJITKUNTAWORN
et al, 2010; KUMARI et al., 2010; BYUN et al, 2011a; BYUN et al, 2011b;
MAHAPATRO & SINGH, 2011).
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Figura 12 — Estrutura quimica do poli(€-caprolactona) (PCL). Fonte: MAHAPATRO & SINGH, 2011.

O recobrimento de nanoparticulas de PCL com quitosana proporciona uma
maior permanéncia das nanoparticulas em superficies mucosas, consequentemente
prolongando a liberacao do principio ativo encapsulado — tornando estas nanoparticulas
um promissor sistema para administracdo de farmacos e carreamento de
macromoléculas (HAAS et al., 2005; BILENSOY et al.,, 2009; GUPTA et al., 2011;
WANG & PENG, 2011; YUAN, NAGUIB & WU, 2011; ERDOGAR et al., 2012; LIU et al.,
2012; MAZZARINO et al., 2012). Na area de reparo e regeneracdo de tecidos,
nanofibras de PCL contendo quitosana foram empregadas com sucesso na formagao
de scaffolds (suportes) para engenharia de tecidos neurais e ésseos (CAO, LIU &
CHEW, 2009; YANG, CHEN & WANG, 2009; SASMAZEL, 2011).
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1.7 S-Nitrosoglutationa

O oxido nitrico (NO) é um radical livre com propriedades antimicrobiana,
antioxidante e antitumoral, e de grande importancia na regulacido de processos
fisiolégicos e patofisiologicos (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 auséncia de carga, possui alta capacidade de
difusdo através das membranas celulares e de interacao direta com alvos intracelulares
(IGNARRO, 1999; LOOMS et al., 2002).

O NO ¢ sintetizado a partir da conversdo de L-arginina a L-citrulina pela
enzima o6xido nitrico sintase (NOS), a qual possui trés isoformas: endotelial (eNOS),
neuronal (NNOS) e induzivel (INOS). As duas primeiras, presentes em células
endoteliais e neuronais, respectivamente, sao calcio-dependentes e produzem
pequenas quantidades de NO; enquanto a terceira, presente em diversos tipos
celulares, é independente de calcio e produz quantidades maiores (SEABRA & DURAN,
2012). Na pele, o NO ¢é sintetizado continuamente por diversos tipos celulares, tais
como queratinécitos, melandcitos, fibroblastos, adipocitos, células endoteliais e células
de Langerhans (Figura 13).

Queratindcitos
(NNOS e iINOS)

Células de Langerhans

Melandcitos
(iINOS & eNOS)

Fibroblastos
(eNOS e iINOS)

Figura 13 - Principais tipos celulares responsaveis pela sintese de 6xido nitrico (NO) e respectivas isoformas
da enzima NO sintase (NOS) atuantes nestas células. Fonte: CALS-GRIERSON & ORMEROD, 2004.
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As isoformas endotelial e neuronal sdo responsaveis por manter a
homeostase cutanea, através da regulacdo do fluxo sanguineo; enquanto a induzivel é
produzida sob condicdes de estresse (como exposicdo a radiacdo UV e a
microrganismos infecciosos) e esta relacionada a defesa imune, imunorregulacao e
diferenciacdo (BRUCH-GERHARZ, RUZICKA & KOLB-BACHOFEN, 1998; CALS-
GRIERSON & ORMEROD, 2004). Na cicatrizacdo de feridas, o NO participa de
diversos eventos, incluindo angiogénese, quimioatracdo de mondcitos e neutrofilos,
controle da sintese e deposicao de colageno, proliferacdo celular e apoptose (LUO &
CHEN, 2005; AMADEU et al., 2007; AMADEU et al., 2008).

A producao excessiva inapropriada de NO pode ocasionar uma série de
patologias, tais como doencas reumaticas, diabetes, isquemia cerebral e choque
séptico; enquanto que a producao insuficiente pode ocasionar hipertensao,
aterosclerose, disfungéo erétil, dentre outras — tornando relevantes estudos tanto sobre
o desenvolvimento de inibidores especificos de isoformas da NOS (regulando a
producdo de NO), quanto de compostos que liberem NO sob condicées especificas.
Como o NO esta envolvido no processo de cicatrizagao de feridas, uma redugcao na
producdo de NO no local pode retardar e/ou prejudicar este processo — como
observado no estudo de Amadeu & Costa (2006); no qual um decréscimo na producao
de NO no leito das feridas, causado por knockout do gene ou por inibicao
farmacoldgica, ocasionou um retardo na cicatrizagdo — evidenciado pelo aumento do
tempo de fechamento das feridas, menor forca de ruptura e diminuicdo da deposicéao de
colageno. Por outro lado, a suplementacao com L-arginina (substrato para sintese de
NO), juntamente com a utilizacdo de um doador de NO endogeno, auxilia no
fechamento das feridas (LUO & CHEN, 2005; VAREDI et al., 2009).

A melhoria do processo de cicatrizacdo de feridas pode, entdo, ser obtida
através da aplicacao tépica de materiais adequados, que liberem NO em quantidades
terapéuticas, por um periodo de tempo prolongado e sem causar efeitos indesejados.
Diversos doadores de NO tém sido empregados na terapéutica de doencas das mais
variadas etiologias, tais como doencas cardiovasculares e respiratérias, osteoporose,
mal de Alzheimer e incontinéncia urinaria (BURGAUD, RIFFAUD & SOLDATO, 2002).
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No tratamento de feridas, estudos sobre a aplicacdo topica de doadores de NO em
leishmaniose cutanea, ulceracao cronica de perna e infeccdo de feridas em pacientes
com diabetes ou doenca vascular periférica mostraram efeitos benéficos e promissores
(DAVIDSON et al, 2000; HARDWICK et al, 2001; MASTERS et al, 2002;
SCHEWENTKER et al., 2002; YUEN, BAKER & RAYMAN, 2002; DE SOUZA et al.,
2006). Polimeros como poliuretano, polimetacrilato e policloreto de vinilo, contendo
doadores de NO, também se mostraram eficazes na prevencao contra a adesao de
bactérias, na agregacao plaquetaria e na promocao do crescimento de células
endoteliais quando utilizados para revestimento de dispositivos médicos (DOBMEIER &
SCHOENFISCH, 2004; NABLO & SCHOENFISCH, 2004; REYNOLDS, FROST &
MEYERHOFF, 2004; ZHOU & MEYERHOFF, 2005).

A glutationa (GSH) é um tripeptideo composto por glutamina, cisteina e
glicina (Figura 14), que atua principalmente na biotransformacdo e eliminagdo de
xenobibticos, na protecao dos componentes intracelulares contra danos oxidativos e na

desintoxicacao por ions de metais pesados no organismo.

TOH@
o Q CH,
00C CH H
\CH/ 2 C\
@

‘ / \C/ N0
® . CH

NH; ’ N 2

0

L-y-Glutamyl L-cysteinyl glycine

Figura 14 - Estrutura quimica da glutationa (GSH). Fonte: LASH, 2006.

A atividade protetora da GSH é mediada por sua oxidacdo a glutationa

dissulfeto (GSSH). Para que esta atividade seja mantida, a GSH deve ser regenerada;
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processo que ocorre através de um ciclo envolvendo trés enzimas: glutationa oxidase
(GO), glutationa peroxidase (GSH-Px) e glutationa redutase (GR) — esta ultima,
responsavel pela regeneracdo da GSH e um dos principais alvos de estudo para o
desenvolvimento de farmacos antimalaricos (HUBER, ALMEIDA & DE FATIMA, 2008).
A associacao de GSH a NO origina um composto denominado S-Nitrosoglutationa
(GSNO) (Figura 15), um doador enddgeno de NO da classe dos S-Nitrosotidis (RSNOs)
— compostos organicos contendo um grupo nitroso (NO) ligado ao atomo de enxofre de
um tiol (-SH). A decomposicdao do GSNO, e consequente liberacao de NO, ocorre
através da clivagem da ligacdo S-NO; induzida por calor, luz UV, certos ions metélicos,
radical superdxido ou compostos de selénio (WANG et al., 2002).

GS™ + NO

Y S

GSNO
GS- ‘KI/
GS-N-OH + GS-

¢ ¢ GS™
other GSSG™
products O,

Oy ™—» H,0,
Gssg S0P

Figura 15 — ReacoOes pelas quais a glutationa (GSH) reage com o o6xido nitrico (NO) para formar S-
Nitrosoglutationa (GSNO): GSH reage com NO na presenca de oxigénio (O.) e forma GSNO; que, por sua vez,
pode liberar NO ou reagir formando espécies capazes de realizar a glutationilacao de grupos sulfidrila de
proteinas. Fonte: LASH, 2006.
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Estudos mostraram que o GSNO inibe a agregacao plaquetaria e atua de
maneira benéfica no tratamento do infarto agudo do miocardio e angina instavel, na pré-
eclampsia e em lesdes de isquemia-reperfusdo; além de desencadear a deposicao de
colageno durante o processo de reparacdo de feridas cutaneas (LANGFORD et al.,
1994; DE BELDER et al, 1995; LANGFORD, WAINWRIGHT & MARTIN, 1996;
ACHUTH et al., 2005). S-Nitrosotidis sao, em sua grande maioria, solUveis em agua;
podendo ser incorporados em veiculos hidrofilicos para aplicacao tépica (AMADEU et
al., 2007). Quando associado a hidrogéis e aplicado topicamente, a liberacdo de NO a
partir de GSNO aumentou o fluxo sanguineo em pele humana saudavel, encurtou o
processo de reparacao de feridas cutaneas em ratos (acelerando a fase inflamatéria e
auxiliando na contracao e na reepitelizacdo das feridas) e melhorou significativamente a
cicatrizacdo de feridas isquémicas (SEABRA et al., 2004a; AMADEU et al., 2007;
GEORGiI et al., 2011).

Levando-se em conta a necessidade de liberacdo do NO sob condi¢des
especificas, visando ao tratamento de patologias decorrentes da producgao insuficiente
deste composto, a liberagdo sustentada proporcionada pela nanotecnologia é bastante
vantajosa e relevante. Diversos nanomateriais tém sido preparados e caracterizados
para liberacdo de NO em aplicagdes biomédicas, tais como lipossomas, dendrimeros e
nanoparticulas poliméricas (STASKO & SCHOENFISCH, 2006; HUANG et al., 2009;
JOHNSON et al., 2010; SEABRA & DURAN, 2010). A encapsulacdo de GSNO em
nanoparticulas poliméricas pode aumentar a estabilidade e a eficacia do composto,
proporcionando liberagcdo de NO de maneira sustentada em sitios de acao especificos.
Até o momento, ndo ha estudos na literatura compreendendo o desenvolvimento de
nanoparticulas poliméricas contendo GSNO para aplicagdao tépica em lesdes
provocadas por queimaduras. Sendo assim, neste estudo foram desenvolvidos dois
diferentes sistemas nanoparticulados para administracao topica e liberacao sustentada
de GSNO (nanoparticulas de alginato-quitosana e nanoparticulas de PCL recobertas
por quitosana); além de nanoparticulas de prata produzidas extracelularmente por

método bioldgico utilizando-se o fungo Fusarium oxysporum.
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1.8 Avaliacao de Efeitos Toxicos In Vitro

Nanoparticulas sdo passiveis de causar citotoxicidade por aderirem a membrana
celular e por sofrerem degradacdo, consequentemente liberando produtos téxicos.
Outro mecanismo pelo qual podem induzir citotoxicidade € através de sua
internalizacdo pelas células, degradacao intracelular e subsequente efeitos toxicos
dentro das células (PARDEIKE et al, 2009). Portanto, nanoparticulas podem
apresentar riscos a saude e ao meio ambiente — especialmente devido ao seu tamanho
e sua capacidade de dispersao — tornando-se essenciais estudos que investiguem sua
biodisponibilidade, biodegradabilidade e toxicidade (QUINA, 2004; SEATON &
DONALDSON, 2005).

Para avaliar a seguranca de uma nova formulacdo, testes in vitro séo
necessarios, os quais podem ser realizados utilizando-se diferentes linhagens celulares
(LEWINSKI et al., 2008). Embora a Organizagao Internacional para Padronizagao
(International Organization for Standardization) ISO 10993 exija que ensaios de
citotoxicidade in vitro sejam os primeiros testes realizados para a avaliagdo da
biocompatibilidade de uma nova substéncia, normalmente os paises desenvolvidos séo
0s Unicos a realiza-los, salvo algumas excecées como o Brasil (ROGERO et al., 2003).
Esta avaliacdo através de cultura de células é de grande valia na investigacao das
caracteristicas toxicoldgicas de substancias e formulagdes (MELO et al., 2004).

Das varias linhagens celulares, destacam-se as células V79, provenientes de
fibroblastos de pulmao de Hamster Chinés — um tipo celular amplamente empregado na
avaliacao 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 proliferacéao e eficiéncia de clonagem, cariétipo
estavel e manutencdo de suas propriedades iniciais apds criopreservacao
(RODRIGUEZ & HAUN, 1999). Em decorréncia dessas propriedades, tais células tém
sido utilizadas para avaliar a toxicidade de novas formulagbes cosméticas, matérias
primas, pesticidas, farmacos e residuos toxicos em geral (RODRIGUEZ & HAUN, 1999;
MELO et al, 2000; GIMENEZ et al., 2005; MELO et al., 2006; HAN et al., 2009;
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OLIVEIRA et al., 2009). Os resultados determinados nesta linhagem celular asseguram
a avaliacao da toxicidade do composto sem a metabolizacao pela via do sistema
citocromo P450. Embora existam algumas limitagdes na determinacao da toxicidade em
células V79, a avaliagdo dos resultados destes testes é muito reprodutivel (FRESHNEY,
1994; CAMARGO et al., 2009), sendo possivel estabelecer relacdes entre citotoxicidade
e toxicidade aguda oral em animais experimentais, e determinar valores de dose letal
50 (DLsp) através desta via (HALLE & SPIELMANN, 1992; RODRIGUEZ & HAUN,
1999). Considerando-se que o figado é o 6rgao mais atingido pela acao téxica de varias
substancias e por possuir grande importancia na manutencao da homeostasia, se faz
necessaria a analise do perfil hepatotoxico de farmacos e xenobidticos em geral para
que haja uma segura utilizacgdo dos mesmos. A técnica da cultura primaria de
hepatocitos € amplamente difundida e utilizada em estudos nas areas de farmacologia,
toxicologia e bioquimica (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 realizacao
de estudos de toxicidade, biotransformacdo, farmacocinética, mecanismo de acao
toxicoldégica e farmacoldgica de substancias quimicas e bioldgicas, entre outros
(GEBHARDT et al., 2003; DOBBINS et al., 2008).

1.8.1 Testes de Citotoxicidade

Os testes de citotoxicidade in vitro sado Uuteis para a definicao da
citotoxicidade basal, assim como para o estabelecimento do intervalo de concentragao
no qual o agente téxico atua. Detalhes importantes sobre os parametros citotéxicos
envolvidos — como genotoxicidade, inducdo de mutacdes ou morte celular programada
— sdo determinados neste tipo de teste. Com o estabelecimento da dose onde 50% das
células sao afetadas (ICsp), € possivel comparar quantitativamente a resposta de um
mesmo composto em diferentes sistemas ou de varios compostos em um Unico sistema
(EISENBRAND et al., 2002; MELO et al., 2003a; MONTEIRO-RIVIERE et al., 2009). Os
alvos (endpoints) celulares dos testes de citotoxicidade sao baseados, principalmente,
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na perda da permeabilidade seletiva celular, na reducao da funcédo mitocondrial e nas
mudancas na morfologia e na replicacdo celular. Estes testes apresentam grande
vantagem em relagdo aos testes in vivo devido ao custo reduzido, controle das
variaveis do experimento e rapidez na obtencdo dos resultados. Devido a essas
caracteristicas, os ensaios in vitro direcionam os testes in vivo, mostrando, por exemplo,
qual organela mais afetada e que, consequentemente merece maior atencao e também
direcionando quase que precisamente os valores de DLsp, mostrando cada vez mais
sua grande reprodutibilidade. Os biomarcadores celulares dos testes de citotoxicidade
sao baseados, principalmente, na perda da permeabilidade seletiva celular, na reducéao
da funcado mitocondrial, nas mudancas na morfologia e replicacdo celular. Um dos
exemplos de teste de permeabilidade celular é que avalia a incorporacdao do corante
Vermelho Neutro (2-amino-3-metil-7dimetil-amino-cloreto de fenanzina). Esse teste
consiste na habilidade de células viaveis incorporarem e ligarem ao corante. Sua
caracteristica ligeiramente catibnica permite ao corante penetrar na membrana celular
por difusdo passiva ndo — ibnica, concentrando-se nos lisossomas, onde se fixa através
de ligacdes eletrostaticas a grupos anionicos (REPETTO & SANZ et al., 1993). A
avaliacao da viabilidade é feita espectroscopicamente, sendo a quantidade de células
viaveis diretamente proporcional a absorbancia da amostra. O teste de reducado do MTT
[orometo de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl-2,5-difenil tetrazolium)] avalia a viabilidade
mitocondrial, uma vez que é reduzido pelas mitocdndrias viaveis, formando um
precipitado insolUvel em agua, o formazan. A avaliagdo da viabilidade, assim como do
vermelho neutro, € feita espetroscopicamente e também é diretamente proporcional a
absorbancia, sendo o formazan diluido em élcool absoluto (DENIZOT & LANG et al.,
1986). Ja 0 ensaio de quantificacdo de acidos nucleicos permite uma determinacao
direta do numero de células (AYOAMA et al., 2000).
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2 OBJETIVOS

Considerando-se o grande potencial de sistemas nanoparticulados para
administracdo sustentada de farmacos, suas vantagens em relacdo aos sistemas de
administragdo convencionais, a escassez de trabalhos na literatura avaliando a
toxicidade de nanomateriais (PASCHOALINO et al., 2010) e a auséncia de trabalhos
empreendendo aplicacao tépica de nanoparticulas poliméricas com ou recobertas por
quitosana e contendo GSNO para tratamento de queimaduras, o objetivo geral deste
trabalho foi avaliar os possiveis efeitos toxicos in vitro e in vivo destas nanopatrticulas e
de nanoparticulas de prata, bem como o potencial de cicatrizacdo das nanoparticulas

em modelo in vivo de queimadura térmica.

2.1 Objetivos Especificos

. Sintese, caracterizacao e decomposicao de S-Nitrosoglutationa (GSNO);

o Preparacao e caracterizacao de nanoparticulas poliméricas (alginato-quitosana e
PCL recobertas por quitosana) contendo GSNO;

o Avaliacao da eficiéncia de encapsulacdo do GSNO nas nanoparticulas;

o Sintese e caracterizacdo de nanoparticulas de prata produzidas
extracelularmente por método biotecnolégico utilizando-se o fungo Fusarium
oxysporum;

o Avaliacdo dos efeitos toxicos in vitro de GSNO (livre e encapsulado),
nanoparticulas poliméricas e nanoparticulas de prata em cultura de células de
linhagens pré-estabelecidas (V79 e 3T3) e em cultura primaria de hepatdcitos;

° Avaliacdo dos efeitos téxicos in vivo e do potencial de cicatrizacdo de GSNO
(livre e encapsulado) e de nanoparticulas de prata em animais submetidos a

queimadura térmica.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Sintese e Decomposicao de S-Nitrosoglutationa (GSNO)

O GSNO foi sintetizado através de reacdo de S-Nitrosacao 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 HCI 0,5 M e
misturados a uma quantidade equimolar (0,3 g) de NaNO.. A solucéao foi mantida em
banho de gelo (~4°C) durante 40 minutos, sob agitacdo magnética e protecao da luz.
Em seguida, ainda sob as mesmas condi¢des, foram adicionados 10 mL de acetona,
mantendo-se a agitagdo por mais 10 minutos. O precipitado foi filtrado a vacuo e lavado
cinco vezes com 5 mL de agua destilada, seguido de 5 mL de acetona por trés vezes e
1 mL de éter etilico. Todos os solventes utilizados no processo de lavagem do
precipitado estavam gelados. Apds as lavagens, o sélido retido da filtracao foi colocado
em um tubo tipo Falcon, seco em liofilizador (Terroni® 3000 TT) por 24 horas e
armazenado em freezer (-20°C), sob protecao da luz. A sintese de GSNO foi
confirmada através de espectrofotometria UV-Vis (Variant® Cary 50, A 250-600 nm) e o

rendimento do processo foi calculado segundo a equagao abaixo (Equagéo 1):

 Mf-Mi
GSH + NaNO,

%100 (1)

na qual R é o rendimento (%), Mfé a massa final de GSNO (obtida apés a liofilizacao),
Mi é a massa inicial de GSNO (antes da liofilizacao) e GSH e NaNO, sao as respectivas

quantidades adicionadas na preparagao.
O monitoramento da decomposicdo de GSNO ao longo do tempo foi avaliado

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

GSNO foi calculada de acordo com a Lei de Beer (Equacgéao 2):
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A=¢bc ()

na qual A é a absorbancia, £ € o coeficiente de absortividade de GSNO (€ = 940,0

mol.L".cm™), b é o caminho éptico (b= 1,0 cm) e ¢ é a concentracao.
3.2 Preparacao das Nanoparticulas Poliméricas

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

As AG/CS contendo GSNO foram preparadas pelo método de gelificacao
idbnica, adaptado de Douglas et al. (2006). Para tanto, 0,01 g de alginato de sédio
(Sigma® A2158 ~250 cps) foram dissolvidos em 200 mL de agua deionizada (solugéo
1). O pH desta solucao foi ajustado para 4.0, utilizando-se HCI 1,0 M / NaOH 1,0 M.
Concomitantemente, 5 mg de GSNO foram dissolvidos em 1 mL de solucdo de
quitosana 1,33% (solucao 2). Sob vigorosa agitacado magnética (500 RPM), a solucao 2
foi gotejada pausadamente na solucdo 1 e a agitacdo foi mantida por uma hora,
obtendo-se as nanoparticulas. Todos os procedimentos descritos foram realizados em
temperatura ambiente. As nanoparticulas foram armazenadas sob refrigeracao (4°C) e
protecdo da luz, e caracterizadas através dos métodos descritos no item 3.5.

3.2.2 Nanoparticulas de Poli(€-Caprolactona) Recobertas por Quitosana (PCL/CS) e
Contendo GSNO

As PCL/CS contendo GSNO foram preparadas pelo método de dupla
emulsdo (agua/dleo/agua) e evaporagcao 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 solucao de poli(vinil alcool) (PVA) 0,5%
(Sigma® P8136). Esta solucao foi gotejada em uma fase organica contendo 0,06 g de
poli(€-Caprolactona) (PCL) (Sigma® 181609) dissolvidos em 10 mL de acetato de etila,
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sob agitacdo mecanica (Ultra-Turrax® T18) durante 60 segundos a 6000 rpm, formando
uma emulsédo agua em 6leo. Em seguida, esta solucdo foi vertida em outra fase aquosa
contendo 1% de PVA, 0,9% de NaCl e 0,22% de quitosana, também sob agitacao
mecanica (Ultra-Turrax® T18) durante 90 segundos a 10.000 rpm, formando uma dupla
emulsdo (agua em 6leo em agua). Em seguida, o solvente organico foi evaporado a
baixa pressdo em um rotaevaporador (Bucchi® RE 111). Todos os procedimentos
descritos foram realizados em temperatura ambiente. As nanoparticulas foram
armazenadas sob refrigeracao (4°C) e protecdo da luz, e caracterizadas através dos
métodos descritos no item 3.5.

3.3 Eficiéncia de Encapsulacao do GSNO nas Nanoparticulas

A eficiéncia de encapsulacédo (EE) do GSNO nas nanoparticulas poliméricas
foi determinada através do método de ultrafiltragcdao-centrifugagéo. Para tanto, 500 L da
dispersao de nanoparticulas, diluida na proporcao 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, A 336 nm), a concentracdo de GSNO foi determinada a partir de uma
curva de calibracao previamente preparada (Anexo A) e a EE foi calculada através da
equacao abaixo (Equacgéao 3):

_ [GSNOlinicial —[GSNOlfiltrada o
[GSNOlinicial

EE

100 (3)

na qual EE é a eficiéncia de encapsulagcao (%), [GSNQO]Jinicial € a concentragdo de
GSNO utilizada na preparacao das nanoparticulas e [GSNOJfiltrada é a concentracao

de GSNO livre (ndo encapsulada) contida no sobrenadante filtrado.
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3.4 Sintese das Nanoparticulas de Prata (AgNPs)

A sintese das AgNPs foi realizada extracelularmente por método
biotecnoldgico, utilizando-se a cepa 551 do fungo Fusarium oxysporum procedente do
Laboratério de Genética e Biologia Molecular da Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz” (ESALQ-USP Piracicaba). O fungo foi incubado a 28°C por 7 dias, em placas
de Petri contendo meio sélido EMA (0,5% de extrato de levedura, 2% de extrato de
malte e 2% de agar) estéril. Apds o periodo de incubacdo, a biomassa do fungo foi
delicadamente retirada, pesada, adicionada em &gua destilada estérii (10 ¢
biomassa/100 mL agua) e mantida em um Erlenmeyer estéril a 28°C e sob agitacdo de
100 RPM durante 72 horas. ApoOs este periodo, a biomassa foi peneirada e o
sobrenadante (liquido fungico) foi filtrado a vacuo. Para a reducdo dos ions de prata
(Agt — Ag’) e consequente sintese das nanoparticulas, ao liquido fungico foi
adicionado nitrato de prata (AgNOs) em concentragdo 102 M (0,169 g AgNO3/100 mL
liquido fangico). A sintese das AgNPs foi confirmada por espectrofotometria UV-Vis
(Hitachi® U-2000, A 200-800 nm) (DURAN et al., 2005). As nanoparticulas foram
armazenadas em temperatura ambiente e sob protecdo da luz, e caracterizadas através
dos métodos descritos no item 3.5.

3.5 Caracterizacao das Nanoparticulas

3.5.1 Caracterizacao Fisico-Quimica

A caracterizacdo e a estabilidade das nanoparticulas foram avaliadas por
espectroscopia de correlacdo de fotons (Zetasizer Nano ZS, Malvern®), através de
medidas do diametro médio por intensidade de luz espalhada, distribuicdo de tamanho
e potencial Zeta das nanoparticulas. Para as andlises, as nanopatrticulas foram diluidas
(AG/CS contendo GSNO na proporcao 1:1 (v/v) em solucao de KCI 1 mM; PCL/CS
contendo GSNO na proporcao 1:4 (v/v) em agua deionizada e, em seguida, na
proporcdo 1:33,3 (v/v) em agua deionizada; e AgNPs na proporcao 1:20 (v/v) em
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solucdo de KCI 1 mM) e colocadas em uma cubeta de eletroforese. As medidas foram
realizadas a uma temperatura constante de 25°C e angulo de deteccao de 173°.

3.5.2 Caracterizacao Morfoldgica

3.5.2.1 Nanoparticulas Poliméricas

As nanoparticulas poliméricas foram caracterizadas morfologicamente
através de microscopia eletrénica de varredura (MEV), com tensao de aceleragéo de 20
kV (Jeol® JSM-6360LV). Para tanto, uma goticula da dispersédo coloidal foi colocada
sobre uma fita de carbono fixada a um porta-amostra de latdo. Apds a secagem natural
(em temperatura ambiente) da goticula, o porta-amostra foi metalizado com ouro e
paladio 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 Nanoparticulas de Prata (AgNPs)

As AgNPs foram caracterizadas morfologicamente através de microscopia
eletrénica de transmissdo (MET). Para tanto, uma goticula da dispersao diluida foi
depositada em um suporte de cobre (Cooper Grids, Ted Pella®) recoberto com um filme
de parlédio revestido com carbono. As analises foram realizadas em um microscépio
eletrénico de transmissdao Carl Zeiss® CEM-902, equipado com filiro de energia
(Castaing- Henry-Ottensmeyer) (DURAN et al., 2007).

3.6 Administracao Topica das Nanoparticulas

Para o tratamento das lesdes provocadas pela queimadura induzida aos
animais, os sistemas nanoparticulados foram associados a um gel preparado com
hidroxietilcelulose (Natrosol®), um polimero nao i6énico soluvel em agua, atéxico,

aprovado pelo FDA e amplamente utilizado pela industria cosmética como espessante e
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estabilizante em géis, cremes e lo¢des. 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 agua deionizada. O gel contendo GSNO livre foi preparado dissolvendo-se 12 mg de
GSNO em 98 mL de agua destilada, os quais foram misturados a 2 g de Natrosol®. O
gel contendo GSNO encapsulado foi preparado gotejando-se 8,6 mL da dispersao de
nanoparticulas (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 dispersdo. Os géis foram preparados semanalmente em temperatura
ambiente, sob vigorosa agitacdo magnética e protecdo da luz, e armazenados sob

refrigeracao (4°C) e protecéo da luz.

3.7 Avaliacao do Potencial Citotoxico de GSNO e das Nanoparticulas

Para avaliar a influéncia da composicéo e de diferentes concentracdes dos
compostos estudados na viabilidade celular, foram realizados estudos de citotoxicidade
comparativos dos efeitos destes compostos em cultura de células (V79, 3T3 e
hepatécitos). Estes estudos permitem a comparacdo quantitativa da resposta de um
mesmo composto em diferentes sistemas ou de varios compostos em um Unico sistema
(EISENBRAND et al., 2002; MELO et al., 2004).

3.7.1 Cultura de Células V79

Células V79 sao fibroblastos de uma linhagem de células permanente (clone
M-8) proveniente de pulmao de Hamster Chinés (Cricetulus griseus) e que apresentam
caracteristicas fundamentais para estudos de citotoxicidade, como velocidade de
proliferacao e eficiéncia de clonagem elevadas, estabilidade do cariétipo e manutencao
das propriedades originais apos criopreservacao (RODRIGUEZ & HAUN, 1999). Os
fibroblastos foram cultivados continuamente, através de repiques periédicos. O cultivo
foi realizado em meio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM), suplementado com 10%

de soro fetal bovino (SFB) e contendo antibi6ticos (100 Ul/mL de penicilina e 100 pg/mL
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de sulfato de estreptomicina), em incubadora umidificada com 5% de CO,, a 37°C. A
contagem de células viaveis foi realizada através do método de exclusdo do corante
vital Azul de Trypan. Foram plaqueadas 3 x 10* células viaveis/mL (100 pL/cavidade)
em placas de 96 cavidades, as quais foram posteriormente incubadas a 37°C por 48
horas. Apos este periodo, o meio de cultura foi retirado e as células foram tratadas com
meio DMEM suplementado e contendo diferentes concentracdes dos compostos
estudados, durante 24 horas (CORREA et al., 2005).

3.7.2 Cultura de Células 3T3

Células 3T3 sao fibroblastos de uma linhagem de células permanente
proveniente de camundongos BALB/c. Os fibroblastos foram cultivados continuamente,
através de repiques periodicos. O cultivo foi realizado em meio DMEM suplementado
(10% de SFB) e contendo antibiéticos (100 Ul/mL de penicilina e 100 ug/mL de sulfato
de estreptomicina), em incubadora umidificada com 5% de CO,, a 37°C. A contagem de
celulas viaveis foi realizada através do método de exclusdo do corante vital Azul de
Trypan. Foram plaqueadas 4 x 10* células viaveis/mL em placas de 96 cavidades, as
quais foram posteriormente incubadas a 37°C por 48 horas. Apds este periodo, 0 meio
de cultura foi retirado e as células foram tratadas com meio DMEM suplementado e

contendo diferentes concentracdes dos compostos estudados, durante 24 horas.

3.7.3 Cultura Primaria de Hepatocitos

A analise do perfil hepatotéxico de farmacos e xenobidticos em geral é
essencial, uma vez que o figado metaboliza, neutraliza e elimina substancias téxicas
absorvidas. Portanto, estudos de citotoxicidade utilizando células de figado
(hepatécitos) sdo muito relevantes. Os hepatécitos foram extraidos do figado de ratos
Wistar machos, pesando entre 250-300 g, através da técnica de perfusdo 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
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— Dopalen, Vetbrands®) e cloridrato de xilasina 2% (10 mg/kg de peso — Anasedan,
Vetbrands®) (FLECKNELL, 1996). Uma seccao abdominal foi feita de maneira a expor
a veia porta hepatica, a qual foi obstruida com um fio de algodao e na qual foi feita uma
pequena incisdo, permitindo a introdug¢do da canula para perfusdo. Imediatamente, o
coracdo dos animais foi dissecado para o sacrificio dos mesmos. O figado foi entéo
perfundido com solucdo salina equilibrada de Hank (HBBS) por 20 minutos, a 25
mL/min. Posteriormente, foi novamente perfundido com HBBS contendo colagenase
(0,05% colagenase e CaCl, 1 mM) por 20 minutos, a 15 mL/min. Os hepatécitos,
descolados pela acdo da colagenase, foram resuspensos em meio DMEM
suplementado (10% de SFB, 50 upg/mL de penicilina, 50 Ul/mL de sulfato de
estreptomicina, 0,2% de albumina e 0,1 Ul/mL de insulina bovinas, dexametasona 10°
M e 1% de dimetilsulfoxido). A contagem de células viaveis foi realizada através do
método de exclusdo do corante vital Azul de Trypan. Em cada cavidade de placas com
96 cavidades foram plaqueadas 6 x 10° células viaveis/mL, as quais foram
posteriormente incubadas a 37°C por 4 horas, em incubadora umidificada com 5% de
CO. — permitindo a adesao das células as cavidades. Apds este periodo, 0 meio de
cultura foi trocado para remocdo de células que ndo aderiram as cavidades.
Posteriormente, as células foram tratadas com meio DMEM suplementado (excetuando-
se o SFB) e contendo diferentes concentracdes dos compostos estudados, e
novamente incubadas a 37°C por 24 horas (CORREA et al., 2005).

3.7.4 Ensaios de Toxicidade in vitro

3.7.41 Incorporacao do Corante Vermelho Neutro (VN)

O ensaio de incorporacao do corante Vermelho Neutro foi realizado de
acordo com Borenfreund & Puerner (1985). Apds o periodo de tratamento, 0 meio de
cultura foi retirado e as células foram tratadas com DMEM sem suplementacao,
contendo 50 ug/mL de VN, e novamente incubadas a 37°C por 4 horas. Apds este
periodo, o0 meio de cultura foi retirado e as células foram lavadas duas vezes com PBS
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para retirada do excesso de corante ndo incorporado pelos lisossomos. Em seguida,
uma solucdo aquosa contendo 1% de &cido acético glacial e 50% de etanol foi
adicionada para fixar as células e extrair o corante incorporado. As placas foram entao
colocadas em um leitor de placas de ELISA (BioTek® uQuant) e a viabilidade celular foi

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

3.7.4.2 Reducao do MTT

O ensaio de reducdao do brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl-2,5-difenil]
tetrazolium (MTT) foi realizado de acordo com Denizot & Lang (1986). Apds o periodo
de tratamento, o meio de cultura foi retirado e as células foram lavadas com PBS,
tratadas com 100 yL de DMEM contendo MTT (1 mg/mL) e incubadas a 37°C por 4
horas. Em seguida, foi adicionado etanol absoluto para solubilizar o formazan. As
placas foram entdo colocadas em um leitor de placas de ELISA (BioTek® uQuant) e a

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

3.7.4.3 Contetido de Acidos Nucleicos

O ensaio para quantificacao de acidos nucleicos foi realizado de acordo com
Cingi et al. (1991). Ap6s o periodo 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 yL de NaOH 0,5 M foram
adicionados as placas, as quais foram incubadas a 37°C por uma hora, para lise celular
e liberacao do acido nucleico. As placas foram entao colocadas em um leitor de placas
de ELISA (BioTek® uQuant) e o conteudo de &cidos nucleicos foi avaliado por

espectrofotometria UV-Vis (A 260 nm).
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3.8 Avaliacao do Potencial Toxico de GSNO e das Nanoparticulas em

Animais Induzidos a Queimadura Térmica

Os protocolos envolvendo o uso de animais em experimentagdo foram
realizados de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotados
pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL) e aprovados
pela Comissao de Etica no Uso de Animais da UNICAMP (CEUA — UNICAMP), em 04
de abril de 2011, sob protocolo n® 2361-1 (Anexo B).

3.8.1 Animais

Os animais envolvidos no projeto foram recebidos sete dias antes do inicio
dos experimentos, para aclimatacao, e mantidos em gaiolas coletivas até o inicio dos
mesmos. Foram utilizados 80 ratos Wistar (Rattus norvegicus) machos, pesando cerca
de 250-300 g, provenientes do Centro Multidisciplinar para Investigacao Biologica na
Area da Ciéncia de Animais de Laboratério da Universidade Estadual de Campinas
(CEMIB — UNICAMP). Os animais foram mantidos no biotério do Hospital SOBRAPAR —
Cranio e Face, em ambiente com temperatura controlada de 22 + 2°C e ciclo 12h
claro/escuro, com racdo comercial padrao (Nuvilab® CR1) e agua ad libitum.

3.8.2 Padronizacao dos Grupos

Os animais foram classificados em quatro grupos, de acordo com o
tratamento recebido apds a inducédo 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)
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Cada grupo foi ainda subdividido em quatro subgrupos (n = 5), de acordo
com os diferentes periodos de tratamento/eutanasia (7, 14, 21 e 35 dias).

3.8.3 Inducdo da Queimadura Térmica

Para a indugdo da queimadura, 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). Posteriormente, os animais foram tricotomizados e colocados em
decubito dorsal sobre um molde de borracha isolante, com abertura central circular de 3
cm de didmetro — baseado em modelo publicado por Walker et al. (1968) (Figura 16).
Em seguida, molde e animal foram expostos a um banho-maria (Tecnal® TE-0541)
contendo agua a uma temperatura constante de 90°C, por 6 segundos. Imediatamente
a exposicao, a reidratacao foi realizada aplicando-se solucéo salina a 0,9% (1 mL/kg de
peso), por via subcutanea, na area lesionada. Ap6s a inducdo da queimadura, 0s
animais foram colocados em gaiolas individualizadas. Para o alivio da dor provocada
pela queimadura, dipirona soédica (50 mg/kg de peso) foi administrada na agua

fornecida aos animais durante os trés primeiros dias p6s-queimadura.

Figura 16 - Molde de borracha isolante, com abertura central circular de 3 cm de diametro, utilizado para
inducao da queimadura térmica nos animais. Baseado no modelo publicado por Walker et al. (1968).
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3.8.4 Tratamento das Queimaduras e Coleta das Amostras

O tratamento das lesGes foi realizado todos os dias, duas vezes ao dia,
aplicando-se cerca de 0,1 g de gel na area lesionada, a qual nao foi coberta. Apés o
periodo 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
seccao toracica 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 analise dos
parametros bioquimicos e hematoldgicos e analise da concentracao de prata, descritos
nos itens 3.8.5, 3.8.6 e 3.8.7, respectivamente. Apds a coleta do sangue, os animais
foram eutanasiados por deslocamento cervical e foram coletados pele (intacta e
lesionada) do dorso, figado, rins, pulmao e baco para analise da concentracdo de prata
e avaliacdo do processo de cicatrizagdo, descritos nos itens 3.8.7 e 3.9,

respectivamente.

3.8.5 Avaliacdo dos Pardmetros Bioquimicos

Imediatamente a 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 separacgao entre plasma e elementos figurados. O plasma obtido
foi cuidadosamente retirado e congelado em freezer (-20°C) para posterior analise
quanto aos parametros: creatinina, ureia, proteinas totais, aspartato aminotransferase
(AST) e alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina e glicose. Todas as analises
foram realizadas utilizando-se kits Labtest® especificos para cada parametro e
seguindo-se as instrucbes determinadas pelo fabricante, em um analisador

semiautomatico Bioplus® BIO-2000.

70



3.8.6 Avaliacdo dos Pardmetros Hematoldgicos

Imediatamente a 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 automatico
de células sanguineas (Sysmex® KX-21-N), obtendo-se a analise de 18 parametros

com os histogramas das séries vermelha, branca e plaquetaria.

3.8.7 Biodistribuicdo de Prata em Sangue e Orgdos

A andlise da concentracdo de prata presente no sangue e em diferentes
orgaos (pele, figado, rins, pulméao e baco) foi realizada por espectrometria de emissao
Optica por plasma indutivamente acoplado (ICP-OES). Para tanto, 400 mg de amostra

foram digeridos com HNOj3 concentrado, seguido de H>O» (30%).

3.9 Avaliacao do Potencial de Cicatrizacao de GSNO e das
Nanoparticulas nos Animais Induzidos a Queimadura

3.9.1 Reducdo das Lesdes

A reducdo das lesbes foi acompanhada macroscopicamente através de
medidas do diametro da area lesionada, em centimetros, com um paquimetro
Mitutoyo®, 24 horas ap6s a inducdo da queimadura e posteriormente 7, 14, 21 e 35

dias apos a indugao.

3.9.2 Avaliacio do Processo de Cicatrizacdo

Apds a eutanasia dos animais, os fragmentos de pele coletados foram
lavados com tampé&o fosfato-salino e, em seguida, mantidos em frascos contendo

solucdo de paraformaldeido 4%, durante 24 horas, para adequada fixacao.
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Posteriormente, os fragmentos foram processados com alcool em crescentes
concentragcdes (70%, 80%, 90%, 95% e 100%) para desidratagdo do tecido. Apds a
etapa de desidratacédo, os fragmentos foram mergulhados em solucédo de xilol, para
completa remocao do alcool e posterior impregnacdo em parafina. A partir dos blocos
de parafina, seccdes longitudinais de 5,0 um de espessura foram obtidas com um
micrétomo manual e fixadas em laminas de microscopia, as quais foram coradas com
Hematoxilina e Eosina (HE). Os cortes foram avaliados quanto a morfologia,
vascularizacdo e presenca de marcadores que evidenciassem o0 processo de
cicatrizacdo (como aumento da celularidade local e diferenciacdo de fibroblastos em
miofibroblastos), através de microscopia de luz convencional utilizando o microscépio
FW 4500 B, da Leica®.

3.10 Analises Estatisticas

Os graficos de preparacao e caracterizacado de GSNO e das nanoparticulas e
os gréficos dos testes in vitro foram realizados utilizando-se o software OriginPro® 8 (v.
8.0724 B724). Os graficos e as andlises estatisticas dos testes in vivo foram realizados
utilizando-se o software GraphPad Prism® 5 (v. 5.04). As analises estatisticas foram
realizadas utilizando-se Two-way ANOVA e Bonferroni (pés-teste). Foram considerados
significativos os valores de p para os quais p<0.05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sintese e Decomposicao de S-Nitrosoglutationa (GSNO)

A sintese de GSNO foi confirmada pelo pico de maxima intensidade de
absorcdo em 336 nm (Figura 17), caracteristica do grupo S-NO (€ = 940 mol.L™".cm™)
(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 sintese foi de
47,30% + 5,88. Este valor baixo de rendimento pode estar associado as perdas de
massa durante os processos de lavagem e filtracado do GSNO. Entretanto, a conversao
de GSH em GSNO foi de 82,27% * 15,76.
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Figura 17 - Espectro UV-Vis da sintese de GSNO. A seta indica o pico de maxima intensidade de absorcao do
composto (336 nm), caracteristica do grupo S-NO.
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A decomposicdo de GSNO foi avaliada a partir de duas amostras (A e B)
sintetizadas em dias diferentes; as quais foram armazenadas em freezer (-20°C) sob
protecao da luz e acompanhadas durante 3 e 8 meses apds a sintese, respectivamente.
A decomposicao foi evidenciada pela diminuicdo do pico de maxima intensidade de
absorcao em 336 nm, atribuida a clivagem homolitica da ligacdo S-N, com consequente
liberacdo de NO e formacado de GSH oxidada — evidenciada pelo aparecimento de um
pico de maxima intensidade de absor¢cdao em torno de 250 nm (Figura 18) (DE
OLIVEIRA et al., 2002). Ap6s 3 meses, a concentracdo de GSNO da amostra A passou
de 0,59 mg/mL para 0,53 mg/mL (reducao de 10,17%); enquanto que a concentracao
da amostra B, apds 8 meses, passou de 1,15 mg/mL para 0,80 mg/mL (redugéo 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 decomposi¢do do composto.
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Figura 18 - Espectros UV-Vis da decomposicdao de duas amostras de GSNO (A e B), sintetizadas em dias
diferentes, 3 e 8 meses apds a sintese, respectivamente.
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4.2 Caracterizacao das Nanoparticulas

4.2.1 Nanoparticulas de Alginato-Quitosana (AG/CS)

Os valores de diametro médio (Z-average), distribuicdo de tamanho (Pdl) e
potencial Zeta obtidos apds a preparacao das AG/CS e das AG/CS contendo GSNO
estdo apresentados na Figura 19 e na Tabela 1. A estabilidade fisico-quimica das

nanoparticulas foi avaliada ao longo de 28 dias, com intervalos de 7 dias.
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Figura 19 - Estabilidade fisico-quimica de AG/CS e AG/CS contendo GSNO, armazenadas sob refrigeracao
(4°C) e protecao da luz, imediatamente apos o preparo (dia 0) e ao longo de 28 dias. Barras indicam diametro
médio (acima) e potencial Zeta (abaixo). Linhas indicam distribuicao de tamanho (Pdl).
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Tabela 1 — Diametro médio, distribuicao 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 +4540+6,7 351,1£15,1 0,564 +0,2 +36,53+£7,8
14 376,7+152 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 +2557+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 = diametro médio (avaliado por intensidade de luz espalhada); Pdl = distribuicao de tamanho
* Valores expressos em média + desvio padrao (n = 3)

As AG/CS obtidas apresentaram diametro 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
superficie das nanoparticulas. As AG/CS contendo GSNO apresentaram diametro
médio de 321,0 + 12,2 nm e potencial Zeta de +37,60 + 0,6 mV. Estes resultados
indicam que a encapsulagédo de GSNO n&o alterou significativamente as caracteristicas
fisico-quimicas das nanoparticulas. Os valores de potencial Zeta das nanoparticulas,
em torno de +30,0 mV, teoricamente indicam alta estabilidade fisico-quimica das
dispersdes, por proporcionarem maior repulsdo eletrostatica entre as nanoparticulas,
evitando a agregagao das mesmas (LEBRE et al., 2012). Apos 28 dias, os valores de
potencial Zeta reduziram cerca de 2,5 vezes; enquanto que os didmetros medios
aumentaram cerca de 1,5 vez — sugerindo uma possivel agregac¢ao das nanoparticulas,
provavelmente devido a menor repulsdo eletrostatica entre elas. A eficiéncia de
6,8%),
alcancando valores préximos de zero nas primeiras 24 horas ap6s a encapsulacao —

encapsulacdo do GSNO das nanoparticulas foi bastante baixa (18,6 *
podendo ser devido a alta afinidade de GSNO pela fase aquosa da dispersao. Nao foi

possivel a observacdo das nanoparticulas por MEV, devido a coalescéncia das

mesmas durante 0 processo de secagem necessario para a realizacdo da microscopia.
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A estabilidade das nanoparticulas também pode ser atribuida a presenca de
quitosana, que proporciona estabilidade estérica a elas. Em contrapartida, a quitosana
pode aumentar consideravelmente o diametro das nanoparticulas, dependendo da
concentracao utilizada na preparacao das mesmas. Em estudos pré-otimizacdo de
AG/CS contendo amoxicilina, Arora et al. (2011) observaram relagdo direta entre o
didmetro médio das nanoparticulas e a concentracdo de quitosana — triplicando-se a
concentracdo de quitosana, o didmetro 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 concentracbes de alginato e quitosana, o didmetro médio das
nanoparticulas foi cerca de 3 vezes maior (205,0 nm para concentracées de 0,2% de
alginato e 0,1% de quitosana versus 572,0 nm para concentracbes de 0,6% de alginato

e 0,3% de quitosana).

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

Inicialmente, foram preparadas nanoparticulas de PCL recobertas com
quitosana (PCL/CS) com quatro diferentes volumes finais (10 mL, 15 mL, 30 mL e 40
mL), para avaliacdo da amostra mais concentrada sem interferéncias relevantes nos
parametros fisico-quimicos. Os valores de didmetro médio (Z-average), distribuicdo de
tamanho e potencial Zeta obtidos apds a preparagdo das nanoparticulas estao
apresentados na Figura 20 e na Tabela 2. A estabilidade fisico-quimica das
nanoparticulas foi avaliada ao longo de 28 dias, com intervalos de 7 dias.
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Figura 20 - Estabilidade fisico-quimica de PCL/CS com diferentes volumes finais (10 mL, 15 mL, 30 mL e 40
mL), armazenadas sob refrigeracao (42C) e protecao da luz, imediatamente apds o preparo (dia 0) e ao longo
de 28 dias. Barras indicam diametro médio (acima) e potencial Zeta (abaixo). Linhas indicam distribuicao de
tamanho (Pdl). As cores indicam os diferentes volumes finais: 10 mL (vermelho), 15 mL (azul), 30 mL (verde)
e 40 mL (amarelo).
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Tabela 2 — Diametro médio, distribuicao de tamanho e potencial Zeta de PCL/CS
com diferentes volumes finais

PCL/CS 10 mL PCL/CS 15mL
Tempo (dias) DM (nm) Pdl 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 07839 +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 30mL PCL/CS 40 mL
Tempo (dias) DM (nm) Pdl Zeta (mV) DM (nm) Pdi Zeta (mV)
0 449,8 0,350 +26,00 4424 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 = diametro médio (avaliado por intensidade de luz espalhada); Pdl = distribuicao de tamanho

Nao houve diferengas significativas entre as quatro formula¢des quanto aos
parametros fisico-quimicos avaliados. As nanoparticulas apresentaram carga superficial
positiva, confirmando o recobrimento de sua superficie com quitosana. Embora os
valores de potencial Zeta das PCL/CS com volume final de 10 mL tenham sido baixos,
esta preparacéao foi escolhida para os estudos posteriores por ser a mais concentrada,
permitindo a utilizacdo de um menor volume de dispersdo para obtencdo da
concentracdo de GSNO desejada no gel posteriormente aplicado nos animais. Através
da imagem obtida por MEV, foi possivel observar PCL/CS esféricas e relativamente

homogéneas (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 Nanopatrticulas de PCL Recobertas por Quitosana (PCL/CS) e Contendo GSNO

PCL/CS contendo GSNO foram preparadas com quatro diferentes
concentragdes do composto (10 mg, 15 mg, 20 mg e 25 mg), para avaliagdo da maior
concentragdo possivel sem interferéncia nas caracteristicas fisico-quimicas das
nanoparticulas. Os valores de didmetro médio (Z-average), distribuicdo de tamanho e
potencial Zeta obtidos apds a preparagao das nanoparticulas estdo apresentados na
Figura 22 e na Tabela 3. A estabilidade fisico-quimica das nanopatrticulas foi avaliada
ao longo de 28 dias, com intervalos de 7 dias.
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Figura 22 - Estabilidade fisico-quimica de PCL/CS contendo diferentes concentracoes de GSNO (10 mg, 15
mg, 20 mg e 25 mg), armazenadas sob refrigeracao (42C) e protecao da luz, imediatamente apds o preparo
(dia 0) e ao longo de 28 dias. Barras indicam diametro médio (acima) e potencial Zeta (abaixo). Linhas
indicam distribuicao de tamanho (Pdl). As cores indicam as diferentes concentrac6es de GSNO utilizadas na
preparacao das nanoparticulas: 10 mg (vermelho), 15 mg (azul), 20 mg (verde) e 25 mg (amarelo).

83



Tabela 3 — Diametro médio, distribuicao de tamanho, potencial Zeta e eficiéncia de
encapsulacao (EE) de PCL/CS contendo GSNO em diferentes concentracoes

PCL/CS 10mg PCL/CS 15mg
Tempo (dias) DM (nm) Pdi Zeta (mV) EE DM (nm) Pdi Zeta (mV) EE
0 447 A 0,378 +30,6 7,46 mg 566,4 0,423 +42,6 10,96 mg
7 4429 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 25mg
Tempo (dias) DM (nhm) Pdl Zeta (mV) EE DM (nm) Pdl 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 4925 0,305 +21,2 - 481,0 0,361 +36,2 -
28 426,8 0,246 +18,8 - 558,8 0,368 +34,1 -

DM = diametro médio (avaliado por intensidade de luz espalhada); Pdl = distribuicido de tamanho; EE =
eficiéncia de encapsulacgao

Nao houve diferencas significativas entre as formulagées quanto ao diametro
médio; com excecao das PCL/CS contendo 15 mg de GSNO, as quais apresentaram-se
cerca de 1,3 vez maiores que as demais. As nanoparticulas apresentaram carga
superficial positiva, confirmando o recobrimento de sua superficie com quitosana. A
concentracdo de GSNO encapsulado aumentou conforme aumentou a concentracio
adicionada na preparacdo das nanoparticulas; com excecdo das nanoparticulas
preparadas com 25 mg de GSNO, as quais apresentaram eficiéncia de encapsulacao
(EE) menor que as preparadas com 20 mg. Esta diminuicado pode estar relacionada a
capacidade de carregamento das nanoparticulas ou a baixa afinidade do GSNO
(hidrofilico) pelos polimeros (hidrofébicos) — portanto, a EE pode n&o apresentar uma
relagéo linear com o aumento da massa dos polimeros utilizada nas preparacdes. Além

disso, 0 aumento da massa dos polimeros possivelmente altera a viscosidade e a
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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, trés amostras foram preparadas no mesmo dia. Os valores de
didmetro médio (Z-average), distribuicdo de tamanho e potencial Zeta obtidos apés a
preparacdo das nanoparticulas estdo apresentados na Figura 23 e na Tabela 4. A
estabilidade fisico-quimica das nanoparticulas foi avaliada ao longo de 28 dias, com
intervalos de 7 dias.
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Figura 23 - Estabilidade fisico-quimica de trés amostras, preparadas no mesmo dia, de PCL/CS contendo 20
mg de GSNO, armazenadas sob refrigeracao (42C) e protecao da luz, imediatamente apos o preparo (dia 0) e
ao longo de 28 dias. Barras indicam diametro médio (acima) e potencial Zeta (abaixo). Linhas indicam
distribuicao de tamanho (Pdl). As cores indicam as diferentes amostras: amostra 1 (vermelho), amostra 2
(azul) e amostra 3 (verde).
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Tabela 4 — Diametro médio, distribuicao de tamanho e potencial Zeta de PCL/CS
contendo 20 mg de GSNO

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3
Tempo (dias) DM (hm) Pdi Zeta (mV) DM (hm) 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 4211 0,217 +14,2 496,1 0,335 +27,2 4417 0,290 +24,2
21 4925 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 4417 0,266 +24.,9

DM = diametro médio (avaliado por intensidade de luz espalhada); Pdl = distribuicdo de tamanho

Nao houve diferencas significativas entre as amostras em relacdo aos
parametros fisico-quimicos avaliados. Logo apds a preparagdo, as nanoparticulas
apresentaram diametro médio de 433,1 £ 27,6 nm, distribuicdo de tamanho de 0,298 *
0,06 e potencial Zeta de +27,0 + 2,15 mV. A eficiéncia de encapsulacao foi de 12,7 +
2,7 mg de GSNO (61,6 £ 11,5%) — relativamente alta, considerando-se que o GSNO é
altamente hidrofilico e tende a permanecer na fase aquosa da dispersao.

Para complementar as analises por espectroscopia de correlacao de fétons
(ECF), Nanoparticle Tracking Analysis' (NTA) foi realizada para caracterizar as
nanoparticulas quanto ao didmetro médio, utilizando-se o microscopio digital LM10
System, da NanoSight®. Esta técnica permite a analise em tempo real do movimento
Browniano das particulas (através de uma camera com dispositivo de carga acoplado) e
€ mais adequada para amostras polidispersas, por realizar medidas particula por
particula; enquanto a ECF realiza medidas da média de particulas com maior
espalhamento de luz — podendo resultar em uma média ponderada de intensidade nao
confiavel em amostras polidispersas (FILIPE et al., 2010). As amostras foram diluidas
em 4gua deionizada e as medidas foram realizadas a 25,2°C e analisadas pelo software
Nanoparticle Tracking Analysis® (v. 2.0). O didmetro médio obtido foi de 341,0 + 118,0
nm (3,51 x 108 particulas/mL). Este resultado é coerente, uma vez que as medidas de

1 T ,
Anidlise de rastreamento de nanoparticulas
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distribuicdo de tamanho obtidas por NTA séo realizadas particula por particula — sendo
assim um método mais preciso. Resultados similares foram obtidos por Mazzarino et al.
(2012), que verificaram que os diametros médios de PCL/CS contendo curcumina,
obtidos por NTA foram menores em relacdo aos obtidos por ECF. A Figura 24 mostra
uma imagem obtida do video em tempo real do movimento Browniano das
nanoparticulas, na qual é possivel observar nanoparticulas menores e algumas maiores

(possivelmente nanoparticulas agregadas).

Figura 24 - Imagem obtida do video, em tempo real, do movimento Browniano de PCL/CS contendo GSNO.

As imagens obtidas por MEV das PCL/CS contendo GSNO mostraram
nanoparticulas esféricas e homogéneas (Figura 25). Em maior aumento, foi possivel
observar a agregacao de algumas nanoparticulas, provavelmente ocasionada durante o

processo de secagem necessario para a realizacao da microscopia.
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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 possivel observar a possivel agregacdo de algumas
nanoparticulas (setas).
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4.2.4 Nanoparticulas de Prata (AgNPs)

A sintese de AgNPs foi evidenciada através da mudanca de coloragdo do
liquido fungico, de amarelada para acastanhada, 24 horas ap6s a adicdo de AgNO3z 102
M (Figura 26) — indicando que a reducdo dos fons de prata (Ag" — Ag°) ocorreu
extracelularmente, através de agentes redutores liberados pelo Fusarium oxysporum na
solugdo aquosa (AHMAD et al., 2003; DURAN et al., 2005). A solugéo foi armazenada
em temperatura ambiente e sob protecdo da luz, e permaneceu estavel por varios
meses apos a reacao (ndo apresentando evidéncias de floculacao das nanoparticulas).

A B

Figura 26 - Béqueres contendo solucdo aquosa de AgNOs 102 M, no inicio da reacio (A) e apos 24 horas (B).

A produgdo das nanoparticulas também foi evidenciada por
espectrofotometria UV-Vis (Hitachi® U-2000), através da formacdo de uma banda de
absorcao 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
regiao de baixo comprimento de onda (insercdao da Figura 27), foi possivel observar
uma banda de absorcédo centrada em 265 nm, que pode ser atribuida a aminoacidos
aromaticos de proteinas. Esta banda forma-se devido as excitacdes eletrbnicas nos
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residuos de triptofano e tirosina nestas proteinas e indica a liberagdo das mesmas na
solucao pelo Fusarium oxysporum — sugerindo o possivel mecanismo pelo qual os ions
metalicos presentes na solucdo sao reduzidos e as nanoparticulas formadas (AHMAD
et al., 2003; DURAN et al., 2005).
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Figura 27 - Espectros UV-Vis da reagcio de uma solucdo aquosa de AgNOs 102 M em funcdo do tempo. A
insercao mostra os mesmos espectros, na regiao de baixo comprimento de onda (A 200-350 nm).

Os valores de diametro médio, distribuicdo de tamanho e potencial Zeta das
AgNPs estdo apresentados na Figura 28 e na Tabela 5. A estabilidade fisico-quimica
das nanoparticulas foi avaliada ao longo de 120 dias, em intervalos de 30 dias. Apo6s a
sintese, as nanoparticulas apresentaram didmetro médio de 183,3 nm, distribuicdo de
tamanho de 0,543 e potencial Zeta de -28,3 mV.
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Figura 28 - Estabilidade fisico-quimica de AgNPs armazenadas em temperatura ambiente e sob protecao da
luz, imediatamente apos o preparo (dia 0) e ao longo de 120 dias. Barras indicam diametro médio (acima) e
potencial Zeta (abaixo). Linhas indicam distribuicdao de tamanho (Pdl).

Tabela 5 — Diametro médio, distribuicao 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 = diametro médio (avaliado por intensidade de luz espalhada); Pdl = distribuicao de tamanho
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A partir dos resultados obtidos, foi possivel observar que houve uma
diminuicdo no diametro médio das nanoparticulas em funcédo do tempo. Esta diminuicao
pode ser devida a mudancas na capa proteica presente na superficie das
nanoparticulas, a qual é responsavel pela estabilizagdo das mesmas e pode apresentar
um diametro estimado de mais de 100 nm, uma vez que as nanoparticulas
apresentaram um diametro médio inferior a 10 nm apds analise por MET — como
discutido adiante. Desta forma, qualquer alteracdo na capa de estabilizacdo das
nanoparticulas pode alterar o diametro médio obtido por espectroscopia de correlacao
de fotons. As nanoparticulas também foram caracterizadas quanto ao diametro médio
através da técnica de Nanoparticle Tracking Analysis. O diametro médio obtido foi de
151,0 £ 94,0 nm (2,92 x 10°® particulas/mL). As AgNPs obtidas por Ghaseminezhad et
al. (2012), produzidas por método biotecnoldgico, foram um pouco menores (84,0 nm) e
também mostraram-se estaveis por um longo periodo de tempo. A Figura 29 mostra
uma imagem obtida do video em tempo real do movimento Browniano das AgNPs, na

qual é possivel observar nanoparticulas esféricas e homogéneas.

Figura 29 - Imagem obtida do video, em tempo real, do movimento Browniano de AgNPs.
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A imagem obtida por MET também mostrou particulas esféricas e
homogéneas (Figura 30). O diametro médio obtido foi de 7,3 £ 3,0 nm -
expressivamente menor que os didmetros médios obtidos por espectroscopia de
correlacado de fotons (ECF). Este resultado € coerente, ja que a ECF mensura o raio
hidrodindmico das nanoparticulas; ou seja, nanoparticulas mais capa proteica de
estabilizacdo — fazendo com que o didmetro obtido seja maior que o didmetro real
(DURAN et al., 2007).

. 100 nm

Figura 30 - Imagem obtida por MET de AgNPs sintetizadas por método bioldgico utilizando-se o fungo

Fusarium oxysporum.
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Nanoparticulas de prata produzidas por método biotecnolégico podem
apresentar varios diametros, dependendo da espécie de fungo e da cepa utilizadas. No
estudo de Pandiarajan et al. (2010), foram obtidas AgNPs com didmetros entre 20,0 e
70,0 nm; semelhantes aos obtidos por Duran et al. (2005), os quais apresentaram-se
entre 20,0 e 50,0 nm. Em contrapartida, Ahmad et al. (2003) obtiveram AgNPs com
didmetros menores (entre 5,0 e 50,0 nm), similarmente aos obtidos neste estudo.
Nossos resultados demonstraram que a cepa 551 do Fusarium oxysporum produz
nanoparticulas de prata esféricas, homogéneas e estaveis por longos periodos, de
maneira economicamente viavel para produg¢do em larga escala.

A partir dos resultados obtidos, foi possivel observar que as AG/CS nao
foram adequadas para a administracdo de GSNO, por apresentarem uma baixa
eficiéncia de encapsulacao (18,6 + 6,8%) e, principalmente, por ndo se apresentarem
como um sistema de liberacdo sustentada — uma vez que a porcentagem de GSNO
encapsulado, 24 horas apds a preparacao, foi praticamente 0%. Desta forma, apesar
dos resultados satisfatorios em relagdo ao didmetro médio, distribuicdo de tamanho e
potencial Zeta, a baixa EE e a rapida liberacdo de GSNO a partir das AG/CS foram
determinantes para a nao utilizacdo destas nanoparticulas nos estudos in vivo
posteriores. Os estudos de toxicidade in vitro foram realizados, com o intuito de avaliar
os possiveis efeitos citotdxicos destas nanoparticulas, uma vez que suas caracteristicas
fisico-quimicas e sua eficiéncia de encapsulagdo podem ser aprimoradas ajustando-se
as condicbes da formulacédo, através da incorporacao de materiais adicionais nas
etapas de preparacado ou de mudancas no método de preparo.

Em relacdo as PCL/CS, o volume final da dispersdo mais adequado foi 10
mL, permitindo maior concentracdo de GSNO e, consequentemente, menor volume
necessario para se obter a concentracdo desejada no gel aplicado posteriormente nos
estudos com animais. As nanoparticulas foram preparadas com 20 mg de GSNO,
permitindo assim uma encapsulacéo final de cerca de 12 mg de GSNO (quantidade

igualmente utilizada nos estudos com GSNO livre).
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4.3 Avaliacao do Potencial Citotéxico de GSNO e das Nanoparticulas

4.3.1 S-Nitrosoglutationa (GSNO)

Os efeitos citotoxicos de GSNO livre avaliados em células V79 e em
hepatécitos estdo apresentados na Figura 31. Em células V79, os efeitos foram
concentragao-dependentes até a concentragcao de 300 uM. A partir desta concentracao,
os efeitos se mantiveram relativamente constantes até a maxima concentracao avaliada
(1000 pM); na qual houve uma reducéo de 12,45% na capacidade de incorporacao do
corante vermelho neutro (VN), 33,75% na capacidade de reducao do MTT e 22,85% no
conteudo de acidos nucleicos. Nos ensaios de incorporagdo do VN e conteddo de
acidos nucleicos realizados em hepatécitos, os efeitos citotoxicos mantiveram-se
relativamente constantes até a concentracdo de 60 uM. A partir desta concentracao, os
efeitos foram concentracao-dependentes até a maxima concentracdo avaliada (500
1UM); na qual houve uma reducéo de 14,46% na capacidade de incorporacao do VN e
de 13,83% no conteldo de acidos nucleicos. No ensaio de reducdo do MTT, os efeitos
foram concentracdo-dependentes até a maxima concentracdo avaliada (500 pM); na
qual houve uma reducédo de 63,60% na viabilidade celular (ICsp = 476,8 uM).

Os resultados obtidos indicam que o GSNO é citotoxico apenas em elevadas
concentragdes, o que possibilita sua utilizacdo em aplicacées 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 hepatdcitos, e do
tempo de exposicao das células ao composto. Em células EA.hy926 (endoteliais), por
exemplo, a concentracdo de 1000 uM foi responsavel por uma reducao na capacidade
de reducédo do MTT maior que a observada em nosso estudo (50% versus 33,75%); e
quando o tempo de exposicdo foi aumentado para 48 horas, esta reducédo foi
aumentada para 60% (LIU et al., 2010). Sexton et al. (1994) também observaram que a
concentracao provavel de GSNO que afetou 50% de células HL-60 (células humanas
de leucemia promielocitica) foi diminuida com o aumento do tempo de exposicao, de

1700 UM apos 2h de exposicao para 410 uM apéds exposicao continua.
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Figura 31 - Viabilidade de células V79 (A) e hepatocitos (B) apos tratamento com GSNO livre por 24 horas.
Parametros analisados: incorporacao do corante vermelho neutro (VN), redugdo do MTT e conteudo de
acidos nucleicos. Cada ponto representa média + desvio padrao de trés experimentos em sextuplicata cada.
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4.3.2 Nanoparticulas de Alginato-Quitosana (AG/CS) Contendo GSNO

A fim de garantir que os efeitos observados nos ensaios com GSNO
encapsulado nao foram devidos ao “veiculo” utilizado, ensaios com as nanoparticulas
sem GSNO foram realizados. Os efeitos citotoxicos de AG/CS e AG/CS contendo
GSNO avaliados em células V79 estdo apresentados na Figura 32. No ensaio de
incorporacdao do VN, as AG/CS foram responsaveis por uma reducao de 7,9% na
viabilidade celular; enquanto que as AG/CS contendo GSNO foram responsaveis por
uma reducéao de 12,03%. A maior citotoxicidade das AG/CS contendo GSNO pode estar
relacionada a citotoxicidade do composto, o qual foi responsavel por uma reducéo de
11,67% na viabilidade das células (Figura 31 A, p. 91). Neste sentido, a encapsulacao
do GSNO nao diminuiu sua citotoxicidade.

No ensaio de reducao do MTT, as AG/CS praticamente ndo afetaram a
viabilidade das células (0,5%); enquanto que as AG/CS contendo GSNO foram
responsaveis por um estimulo de 35,55%. Este estimulo pode estar relacionado a um
aumento da atividade enzimatica, aumentando a reducao do MTT a formazan. Estudos
com hepatdcitos intactos sugerem que a reducdo do MTT avalia predominantemente o
balango [NAD(P)*] / [NAD(P)H] (MELO et al., 2002). Entretanto, o MTT néo é reduzido
somente na mitocdndria, mas também em endossomas e lisossomas, € ndo 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, € transportada até a superficie 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 reducao do MTT.
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Figura 32 - Viabilidade de células V79 apos tratamento com AG/CS (A) e AG/CS contendo GSNO (B) por 24
horas. Parametros analisados: incorporagao do vermelho neutro (VN), redu¢dao do MTT e contetido de acidos
nucleicos. Cada ponto representa média * desvio padrao de trés experimentos em sextuplicata cada.
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No ensaio de conteudo de acidos nucleicos, as AG/CS foram responsaveis
por uma reducao de 11,9% na viabilidade celular; enquanto que as AG/CS contendo
GSNO estimularam a viabilidade em 3,72%. Neste caso, a encapsulacdo do GSNO
parece ter diminuido a citotoxicidade das nanoparticulas e o estimulo observado pode
ser devido ao GSNO, o qual estimulou a viabilidade das células em 3,88% (Figura 31 A,
p. 91). Este estimulo observado pode estar relacionado a uma maior adesao das
células as placas ou a um aumento da proliferacao celular. Em células HelLa (células
humanas do cancer de colo do utero), AG/CS recobertas com Pluronic F127 também se
apresentaram pouco citotoxicas para células V79 (DAS, KASOJU & BORA, 2010).

Os efeitos citotdxicos de AG/CS e AG/CS contendo GSNO avaliados em
células 3T3 estao apresentados na Figura 33. No ensaio de incorporagdao do corante
VN, as AG/CS foram responsaveis por uma reducao de 10,66% na viabilidade celular;
enquanto que as AG/CS contendo GSNO praticamente nao afetaram a viabilidade das
células. Estes resultados sugerem que a encapsulacdo do GSNO diminuiu a
citotoxicidade das nanoparticulas. Resultados semelhantes foram observados no
ensaio de conteudo de acidos nucleicos — as AG/CS foram responsaveis por uma
reducao de 9,4% na viabilidade celular; enquanto que as AG/CS contendo GSNO foram
responsaveis por uma reducado de 4,26%. Entretanto, ao contrario dos resultados
obtidos nestes ensaios, no ensaio de redugdo do MTT, as AG/CS praticamente néo
alteraram a capacidade de reducdo do MTT (reducdo de 0,13%); enquanto que as
AG/CS contendo GSNO foram responsaveis por uma reducao de 16,70% na viabilidade
celular. Neste caso, a encapsulagdo do composto parece ter provocado uma maior
citotoxicidade nas células. De modo geral, as AG/CS (contendo ou ndo GSNO) foram
pouco citotoxicas para as ceélulas 3T3. No estudo de Grillo et al. (2010), as AG/CS

também se apresentaram pouco citotéxicas a células 3T3.
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Figura 33 - Viabilidade de células 3T3 apds tratamento com AG/CS (A) e AG/CS contendo GSNO (B) por 24
horas. Parametros analisados: incorporacao do vermelho neutro (VN), reducao do MTT e conteudo de acidos
nucleicos. Cada ponto representa média + desvio padrao de trés experimentos em sextuplicata cada.
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Os efeitos citotoxicos das AG/CS contendo GSNO avaliados em hepatécitos
estdo apresentados na Figura 34. Em relacdo ao ensaio de incorporacdo do corante
VN, os efeitos citotéxicos foram concentracao-dependentes até a maxima concentracao
avaliada (60 pM), na qual houve uma reducdo de 30,72% na viabilidade celular. Os
efeitos citotdéxicos observados nos ensaios de redugdo do MTT e conteudo de acidos
nucleicos mantiveram-se relativamente constantes até a concentracdo de 40 uM —
tornando-se concentracdo-dependentes a partir desta concentracdo e até a maxima
concentracdo avaliada, na qual houve uma reducdo de 52,28% na capacidade de
reducédo do MTT (ICsp = 59,35 uM) e de 25,25% no conteudo de acidos nucleicos. Estes
resultados indicam que a encapsulagdo do GSNO aumentou sua citotoxicidade, uma
vez que o composto livre foi responsavel por uma reducao de 8,50% na capacidade de
incorporacao do VN; 28,70% na capacidade de redugéo do MTT e 1,83% no conteudo
de 4cidos nucleicos (Figura 31 B, p. 91).

120

2 80
8 |
=
& 60+
§ ICSO
©
= 404
o]
8
g ]
20-|—e— VN
{|—=—MTT
—A— DNA
0 T T T T T T T T T
0 15 30 45 60

AG/CS contendo GSNO (uM)

Figura 34 - Viabilidade de hepatocitos apos tratamento com AG/CS contendo GSNO por 24 horas. Parametros
analisados: incorporacao do corante vermelho neutro (VN), reducédo do MTT e conteudo de acidos nucleicos.
Cada ponto representa média + desvio padrao de trés experimentos em sextuplicata cada.
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A partir dos resultados obtidos, foi possivel observar que as AG/CS contendo
GSNO apresentaram-se pouco citotdxicas para células V79 e 3T3. Em hepatdcitos, as
nanoparticulas apresentaram uma maior citotoxicidade, inviabilizando mais de 50% das
células no ensaio de reducao do MTT. A alta capacidade de biotransformacao do figado
permite uma eficiente eliminacdo de compostos toxicos; entretanto, faz deste 6rgao o
principal érgéo lesado pela toxicidade dos compostos. O efeito citotoxico observado no
ensaio de reducao do MTT provavelmente nao indica menor nimero de células, uma
vez que as mesmas parecem estar viaveis, mantendo-se aderidas e incorporando o VN
— apresentando apenas alteracdes na capacidade mitocondrial para reduzir o MTT. Isto
indica que a biotransformacéao hepatica do GSNO provavelmente produziu um ou mais
metabdlitos com efeitos toxicos a nivel mitocondrial, o que poderia ser considerado
como uma citotoxicidade seletiva (SEIBERT et al., 1996; WALUM et al., 1996).

4.3.3 Nanoparticulas de PCL Recobertas por Quitosana (PCL/CS) e Contendo GSNO

Os efeitos citotoxicos das PCL/CS e PCL/CS contendo GSNO avaliados em
células V79 estao apresentados na Figura 35. No ensaio de incorporacéao do VN, as
PCL/CS foram responsaveis por uma reducao de 2,3% na viabilidade celular; enquanto
que as PCL/CS contendo GSNO né&o afetaram a viabilidade. Estes resultados sugerem
que a encapsulacdo do GSNO diminuiu a citotoxicidade das nanoparticulas e do
composto — o qual foi responsavel por uma reducao de 11,67% na capacidade das
células em incorporar o VN (Figura 31 A, p. 91). Resultados semelhantes foram
observados no ensaio de redugdo do MTT — as PCL/CS foram responsaveis por uma
reducdo de 13% na viabilidade celular; enquanto que as PCL/CS contendo GSNO
foram responsaveis por uma reducao de 7,2%. Células V79 parecem ser mais sensiveis
as PCL/CS que células HeLa e OCM-1 (células de melanoma uveal) — nestas células,
embora a maxima concentracdo avaliada tenha sido maior que a avaliada em nosso
estudo, a diminuicdo na capacidade de reducao do MTT foi cerca de 2,5 vezes menor
(LIU et al, 2012). No ensaio de conteudo de &cidos nucleicos, as PCL/CS foram

responsaveis por um estimulo de 6,75%; enquanto que as PCL/CS contendo GSNO
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nao afetaram a viabilidade das células. Este estimulo observado pode estar relacionado

a uma maior adesao das células as placas ou a um aumento da proliferagéo celular.
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Figura 35 - Viabilidade de células V79 apés tratamento com PCL/CS (A) e PCL/CS contendo GSNO (B) por 24
horas. Parametros analisados: incorporacao do vermelho neutro (VN), reducao do MTT e conteudo de acidos
nucleicos. Cada ponto representa média + desvio padrao de trés experimentos em sextuplicata cada.
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Os efeitos citotoxicos das PCL/CS e PCL/CS contendo GSNO avaliados em
células 3T3 estdo apresentados na Figura 36. No ensaio de incorporacdo do VN, as
PCL/CS foram responsaveis por uma reducao pouco significativa (1,47%) na viabilidade
celular; enquanto que as PCL/CS contendo GSNO foram responsaveis por uma
reducédo de 14,03%. Resultados semelhantes foram observados no ensaio de redugéao
do MTT — as PCL/CS foram responsaveis por uma reducao de 4,67% na viabilidade
celular; enquanto que as PCL/CS contendo GSNO foram responsaveis por uma
reducao de 9,43%. Estes resultados sugerem que a encapsulacdo do GSNO aumentou
a citotoxicidade das nanoparticulas. O ensaio de conteudo de &cidos nucleicos, por sua
vez, apresentou uma diferenca pouco significativa entre as nanoparticulas — as PCL/CS
foram responsaveis por uma redugao de 8,81% na viabilidade celular; enquanto que as
PCL/CS contendo GSNO foram responsaveis por uma reducéao de 7,72%.
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Figura 36 - Viabilidade de células 3T3 apo6s tratamento com PCL/CS (A) e PCL/CS contendo GSNO (B) por 24
horas. Parametros analisados: incorporacao do vermelho neutro (VN), reducao do MTT e conteudo de acidos
nucleicos. Cada ponto representa média + desvio padrao de trés experimentos em sextuplicata cada.
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Os efeitos citotoxicos das PCL/CS e PCL/CS contendo GSNO avaliados em
hepatécitos estdo apresentados na Figura 37. No ensaio de incorporacdao do VN, as
PCL/CS foram responsaveis por uma reducdo de 36,50% na viabilidade celular;
enquanto que as PCL/CS contendo GSNO foram responsaveis por uma reducao de
57,35% (ICso = 40 uM). Resultados semelhantes foram observados no ensaio de
reducéo do MTT, no qual as PCL/CS foram responséaveis por uma reducao de 55,62%
na viabilidade celular (ICso = 486,2 uM), enquanto que as PCL/CS contendo GSNO
foram responsaveis por uma redugdo de 77,8% (ICsp = 432,5 pM); e no ensaio de
conteudo de acidos nucleicos, no qual as PCL/CS foram responsaveis por uma reducao
de 32,31% na viabilidade celular, enquanto que as PCL/CS contendo GSNO foram
responsaveis por uma reducdo de 37,35%. Estes resultados sugerem que a
encapsulacéao do GSNO aumentou a citotoxicidade das nanoparticulas. Entretanto, esta
maior citotoxicidade deve ser devida a citotoxicidade do GSNO, o qual foi responsavel
por uma reducao de 8,5% na capacidade de incorporacéo do VN; 28,7% na capacidade
de reducao do MTT e 1,83% no conteldo de acidos nucleicos (Figura 31 B, p. 91).

A partir dos resultados obtidos, foi possivel observar que as PCL/CS e as
PCL/CS contendo GSNO apresentaram-se pouco citotdéxicas para células V79 e 3T3.
Em hepatdcitos, as nanoparticulas apresentaram uma alta citotoxicidade, inviabilizando
mais de 50% das células no ensaio de reducdo do MTT. Estes resultados séo
semelhantes aos obtidos com as AG/CS contendo GSNO e sugerem que a
biotransformacao hepatica das PCL/CS (contendo ou ndao GSNO) provavelmente

produziu um ou mais metabdlitos com efeitos toxicos a nivel mitocondrial.
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Figura 37 - Viabilidade de hepatocitos apds tratamento com PCL/CS (A) e PCL/CS contendo GSNO (B) por 24
horas. Parametros analisados: incorporagao do vermelho neutro (VN), redu¢do do MTT e contetido de acidos
nucleicos. Cada ponto representa média + desvio padrao de trés experimentos em sextuplicata cada.
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4.3.4 Nanopatrticulas de Prata (AgNPs)

Os resultados dos ensaios realizados com AgNPs em células V79 estao
apresentados na Figura 38. A partir dos resultados obtidos, é possivel observar que as
AgNPs apresentaram baixa citotoxicidade as células até a concentracdo de 35 pM. A
partir desta concentragdo, os efeitos foram concentracdo-dependentes até a maxima
concentragdo avaliada (45 pM); na qual houve redugao de 61,12% na capacidade de
incorporacdo do VN (ICsp = 43,15 uM), 34,30% na capacidade de redugao do MTT e
46,72% no conteldo de &cidos nucleicos. No estudo de Zhang et al. (2012), a
citotoxicidade das AgNPs também foi concentracao-dependente no ensaio de reducao
do MTT — na maxima concentragao avaliada (8 pg/mL), a viabilidade celular foi reduzida
em 80%. Células V79 parecem ser mais sensiveis a toxicidade das AgNPs que
linfécitos humanos — nestas células, a viabilidade celular foi reduzida significativamente
a partir de 25 pg/mL e o valor de ICs foi de cerca de 100 pg/mL (GHOSH et al., 2012).
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Figura 38 - Viabilidade de células V79 apds tratamento com AgNPs por 24 horas. Parametros analisados:
incorporagao do corante vermelho neutro (VN), reducdao do MTT e contetido de acidos nucleicos. Cada ponto
representa média + desvio padrao de trés experimentos em sextuplicata cada.
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Na Figura 39, estdo apresentados os efeitos citotoxicos das AgNPs em
células 3T3. A viabilidade celular manteve-se relativamente constante até a
concentragdo de 16 pM. A partir desta concentragdo, a redugdo da viabilidade foi
concentragdo-dependente até a concentragdo de 23 UM, mantendo-se constante até a
maxima concentracdo avaliada (45 pM) — na qual houve reducdo de 50,5% na
capacidade de incorporacédo do VN (ICsy = 22,35 uM); 66% na capacidade de reducéo
do MTT (ICsp = 21,4 uM) e 54,55% no conteudo de &cidos nucleicos (ICsp = 22,45 uM).
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Figura 39 - Viabilidade de células 3T3 apos tratamento com AgNPs por 24 horas. Parametros analisados:
incorporacao do corante vermelho neutro (VN), reducao do MTT e contetido de acidos nucleicos. Cada ponto
representa média + desvio padrao de trés experimentos em sextuplicata cada.
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Os resultados obtidos indicam que as células 3T3 sdo mais sensiveis a
citotoxicidade das AgNPs quando comparadas as células V79, uma vez o ICs, destas
células foi praticamente o dobro do ICsg das células 3T3. Em relagdo ao ensaio de
reducdo do MTT, nossos resultados foram semelhantes aos obtidos por Hsin et al.
(2008), os quais estudaram os efeitos citotoxicos de AgNPs comercialmente disponiveis
sob a forma de pd, em células 3T3 e A10 (células de mdusculo liso vascular). As
nanoparticulas foram responsaveis por uma reducéao de 50% na viabilidade das células
A10 e de cerca de 60% na viabilidade das células 3T3, na concentracao de 50 pg/mL.
Em outro estudo, esta citotoxicidade concentracdo-dependente também foi observada —
na concentracdo de 1:6 (v/v) nanoparticulas/meio de cultura, as AgNPs foram
responsaveis por uma reducao de 35% na viabilidade celular apés 48 horas; enquanto
que na concentracao de 2:3 (v/v) nanoparticulas/meio de cultura, a viabilidade foi
reduzida em 50% ja nas primeiras 12 horas (CHUNG, CHEN & CHEN, 2008). Por outro
lado, Travan et al. (2009) nao observaram efeitos citotoxicos de microesferas formadas
por um hidrogel (composto de alginato e quitosana lactose-modificada) contendo
AgNPs no ensaio de reducao do MTT, em células 3T3. Entretanto, a concentracao de
prata liberada pelas microesferas foi muito baixa (58 pg/L), o que pode explicar a
auséncia de citotoxicidade observada.

Os resultados dos ensaios realizados com AgNPs em hepatécitos estao
apresentados na Figura 40. A partir dos resultados obtidos, é possivel observar que os
efeitos citotoxicos foram concentragdo-dependentes até a concentracdo de 20 uM. A
partir desta concentracdo, os efeitos mantiveram-se relativamente constantes até a
maxima concentragdo avaliada (50 uM); na qual houve uma reducédo de 35,37% na
capacidade de incorporacao do VN; 65,62% na capacidade de reducao do MTT (ICs =
12,8 uM) e 25,25% no conteldo de acidos nucleicos. A citotoxicidade das AgNPs pode
ser devido tanto a sua forma e ao seu tamanho reduzido, quanto a liberacdo, na agua,
de ions de prata (Ag’) — os quais possuem propriedades antibacterianas e outras
propriedades destrutivas (DAMM & MUNSTEDT, 2008). Em contato com meio de
cultura ou proteinas do citoplasma, a oxidacao da superficie das AgNPs provavelmente
libera ions Ag*, ampliando a citotoxicidade destas nanoparticulas (ZHANG et al., 2012).
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Figura 40 - Viabilidade de hepatécitos apos tratamento com AgNPs por 24 horas. Parametros analisados:
incorporagao do corante vermelho neutro (VN), reducdao do MTT e contetido de acidos nucleicos. Cada ponto
representa média + desvio padrao de trés experimentos em sextuplicata cada.

A Tabela 6 mostra os valores de 1Csy dos compostos estudados para os trés
tipos celulares avaliados. De modo geral, o GSNO livre e as nanoparticulas poliméricas
(contendo ou nao GSNO) nao foram citotoxicos as células V79 e 3T3; uma vez que a
reducao na viabilidade celular foi menor que 50%. Em hepatocitos, a citotoxicidade dos
compostos foi maior, provavelmente devido a biotransformagdo dos mesmos
(produzindo um ou mais metabdlitos com efeitos tdxicos). Entretanto, a citotoxicidade
observada se deu em concentracdes bastante elevadas. As AgNPs apresentaram-se
citotdbxicas em concentracdes relativamente baixas e para os trés tipos celulares
avaliados. Entretanto, estas nanoparticulas possuem um elevado potencial para

emprego no tratamento de feridas e foram pouco téxicas in vivo (como discutido no item
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4.4). Sendo assim, mais estudos sobre a citotoxicidade das AgNPs, em diferentes

concentracgdes e tipos celulares, sdo necessarios e relevantes.

Tabela 6 — Valores de IC5o de GSNO livre, nanoparticulas poliméricas (contendo
ou nao GSNO) e nanoparticulas de prata, obtidos apds ensaios de citotoxicidade
realizados em células V79, 3T3 e hepatocitos

Composto Células V79 Células 3T3 Hepatodcitos
GSNO Livre - * 477,10 uM
AG/CS - - *
AG/CS com GSNO - - 59,20 uM
PCL/CS - - 485,10 uM
PCL/CS com GSNO - - 432,55 uM
AgNPs 43,20 uM 21,40 uM 12,85 uM

- Valor de IC5, nao obtido (a reducao na viabilidade celular foi menor que 50%)
* Ensaio nao realizado
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4.4 Avaliacao do Potencial Toxico de GSNO Livre e das Nanoparticulas

em Animais Induzidos a Queimadura Térmica

4.4.1 Avaliacdo dos Pardmetros Bioquimicos

A analise de parametros bioquimicos e hematologicos é de fundamental
importancia na pesquisa cientifica por permitir com maior seguranca a avaliagcdo da
homeostase e de modificagdes induzidas por processos patolégicos, bem como de
resultados obtidos em procedimentos experimentais provenientes de intervencdes
terapéuticas. A creatinina, uma substancia proveniente da degradacao de creatina
fosforilada (fosfocreatina), por ser excretada exclusivamente pela urina, tornou-se um
biomarcador quase universal para avaliacdo da filtracado glomerular — auxiliando no
diagnéstico e no monitoramento da progressao da insuficiéncia renal cronica. A ureia é
outro biomarcador comumente utilizado para avaliagdo da filtracdo glomerular. E uma
substancia sintetizada no figado a partir de diéxido de carbono (CO,) e aménia (NHs) e
constitui o principal produto final do metabolismo proteico. E filtrada pelos rins e
eliminada pela urina (maior parte) e pelo suor. A andlise de ureia € menos especifica
que a analise de creatinina para a avaliacao da fungao renal no geral, mas é mais
sensivel a alteracdes primarias das condigdes renais (sendo um importante marcador
bioquimico em casos que envolvam esta condicdo). Os resultados das andlises de
creatinina e ureia dos animais tratados com os compostos estudados, durante os
diferentes periodos de tratamento, estdo apresentados na Figura 41.
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Figura 41 - Concentracao sérica de creatinina (A) e ureia (B) dos animais submetidos a 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 padrao (n=5). a = p<0.001 quando comparado a (C);b = p<0.05 quando comparado a (C).
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Em relacdo as analises de creatinina, foi possivel observar que nao houve
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos; com excec¢ao 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 referéncia 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 nao interferiu na excrecdo de creatinina e,
consequentemente, na funcao renal dos animais.

Em relacdo as andlises de ureia, ndo houve diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos; com excecao 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 referéncia 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 estao acima dos valores de referéncia. Esse aumento
nos niveis séricos de ureia pode ser atribuido a condicbes temporarias, como
desidratacéo, ou patoldégicas, como queimaduras. A desidratagdo provoca uma reducao
do fluxo tubular, consequentemente elevando os niveis séricos de ureia. Ja em casos
de queimadura, o aumento na sintese e, principalmente, na degradacdo proteica
(devido a alta taxa de renovacao celular durante o processo de cicatrizacao),
juntamente com o estado de desidratacdo ocasionado, consequentemente também
aumenta os niveis séricos de ureia. Uma vez que os niveis séricos de creatinina nao
sofreram alteracbes (0 que indicaria prejuizo na funcédo renal), os niveis séricos
elevados de ureia provavelmente estdo relacionados a elevada taxa de degradacao

proteica comumente presente no processo de cicatrizacao.
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A determinacgédo da concentragédo sérica de proteinas totais € de grande valia
na avaliacdo das condi¢gées nutricionais do organismo e, consequentemente, no
diagnéstico de perturbacdes metabdlicas ou nutricionais, como obesidade, anorexia
nervosa, desnutricdo e sindrome da ma absorcdo; além de doencas autoimunes,
mieloma multiplo, insuficiéncia renal e cardiaca, deficiéncia hepética, queimaduras
graves, dentre outras. Os valores da concentracdo sérica de proteinas totais dos
animais tratados com os compostos estudados, durante os diferentes periodos de
tratamento, estdo apresentados na Figura 42. A partir dos resultados obtidos, foi
possivel observar que ndo houve diferengas estatisticamente significativas entre os
grupos. Todos os valores encontram-se dentro dos valores de referéncia 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 néo interferiu no estado nutricional dos animais.

|

Figura 42 - Concentracao sérica de proteinas totais dos animais submetidos a 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 padrao (n=5).
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Transaminases sdo enzimas que catalisam especificamente reacbes de
transaminacgéo (transferéncia de um grupo amina, de um aminoacido, para um acido a-
cetoacido, formando um novo aminoacido e um novo acido a-cetbnico). As duas
principais transaminases de interesse médico sao aspartato aminotransferase (AST) e
alanina aminotransferase (ALT). Elevagbes nos niveis séricos de AST e ALT séao
indicativos de doencas hepaticas (hepatite cronica B ou C, doenca hepatica alcodlica,
esteatose, hepatite autoimune, Doenca de Wilson, dentre outras) e nao hepaticas
(doencas inatas do metabolismo muscular, doencas musculares adquiridas e exercicios
vigorosos). A AST € encontrada, em ordem decrescente quanto a concentragéo, no
figado, musculo cardiaco, musculo esquelético, rins, cérebro, pancreas, pulmoes,
leucécitos e eritrécitos; enquanto que a ALT é encontrada no figado, tornando-a um
marcador especifico de dano hepatico. A ALT encontra-se principalmente no citoplasma
dos hepatécitos, enquanto que 80% da AST encontram-se na mitocéndria. Esta
diferenca auxilia no diagnoéstico e prognéstico de doencas hepéticas e € avaliada
através da relagdo AST/ALT (indice DeRitis). Em danos hepatocelulares leves, a forma
predominante € citoplasmatica; enquanto que em lesdes graves, ha liberacao da
enzima mitocondrial — elevando a relagdo AST/ALT.

Os valores da concentracao sérica de AST e ALT dos animais tratados com
os compostos estudados estdo apresentados na Figura 43. A partir dos resultados
obtidos, foi possivel observar que ndao houve diferencas estatisticamente significativas
entre 0s grupos quanto aos valores de AST. Os valores praticamente dobraram com o
aumento do tempo de tratamento (de cerca de 40 U/L, ap6s 7 dias de tratamento, para
cerca de 80 U/L, apds 35 dias) — entretanto, permaneceram dentro dos valores de
referéncia 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 relacdo aos valores de ALT, ndo houve diferencas estatisticamente significativas
entre 0s grupos; com excecao 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 referéncia
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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 - Concentracdao sérica de aspartato aminotransferase (A) e alanina aminotransferase (B) dos
animais submetidos a 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 padrao (n=5). a = p<0.05 quando
comparado a (C).
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A relacdo AST/ALT foi maior que 1 para todos os grupos; com excecao dos
grupos C e AG tratados durante 7 dias, nos quais a relagdo foi inferior a 1 — entretanto,
esta diferenca nao foi estatisticamente significativa. Este resultado indica que o dano
hepatico ocasionado foi mitocondrial — corroborando os resultados obtidos nos ensaios
de reducado do MTT realizados em hepatdcitos, nos quais a capacidade de redugédo do
MTT foi reduzida em mais da metade.
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Figura 44 — Relacdao AST/ALT dos animais submetidos a 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 meédia dos valores
obtidos nas analises de AST e ALT.

Fosfatase alcalina é uma familia de enzimas responséaveis pela remocao dos
grupos fosfato (desfosforilacdo) de nucleotideos, proteinas e alcaloides. Por serem
encontradas em maior quantidade no figado e nos ossos, estas enzimas também sao
comumente utilizadas como biomarcadores para diagndstico diferencial de hepatopatias
e ictericias obstrutivas; além de auxiliar no diagnéstico de doencas 6sseas e do
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metabolismo mineral. Os valores da concentragdo sérica de fosfatase alcalina dos
animais tratados com os compostos estudados, durante os diferentes periodos de

tratamento, estdo apresentados na Figura 45.
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Figura 45 - Concentracao sérica de fosfatase alcalina dos animais submetidos a 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 padrao (n=5). a = p<0.001 quando comparado a (C);b = p<0.05 quando comparado a (C).

A partir dos resultados obtidos, foi possivel observar que ndo houve
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos; com excecao 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 estao acima dos valores de referéncia 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 hepatico e/ou 6sseo aos

animais. Entretanto, pacientes queimados podem desenvolver um quadro de ictericia
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colestatica — a queimadura provoca um desarranjo estrutural dos sinusdides hepaticos
e esteatose (vacuolizagdo dos hepatdcitos), elevando os niveis das transaminases AST
e ALT, da fosfatase alcalina (FA) e das bilirrubinas (ROCHA, 2009). O aumento dos
niveis de FA é mais evidente na obstrugcédo biliar, na qual o acumulo de sais biliares
solubiliza estas enzimas e a obstrugcdo promove sua regurgitacdo entre as células
hepaticas até o sangue. Nos casos em que ha elevacao dos niveis séricos de FA e
auséncia de sinais clinicos ou laboratoriais de doenca hepatobiliar (como em nosso
estudo, ja que os niveis de AST e ALT apresentaram-se dentro dos valores de
referéncia), a diferenciagdo entre as isoenzimas hepatica, 6ssea e intestinal deve ser
realizada para localizar a fonte da alteracdo. Ainda, queimaduras podem aumentar os
niveis de bilirrubina e contribuir para o desenvolvimento de colecistite aguda acalculosa,
geralmente ocasionada por estase e isquemia da vesicula biliar. Uma vez que o grupo
controle também apresentou niveis séricos de fosfatase alcalina elevados, os niveis
observados nos demais grupos provavelmente ndo estdo relacionados ao tratamento
com os compostos estudados, mas sim a condicao patolégica (queimadura) na qual os

animais se encontram.

A glicose € um monossacarideo essencial as células, as quais o utilizam
como fonte de energia e intermediario metabdlico. O exame que avalia as
concentracdes séricas de glicose no organismo é de grande valia no diagnéstico de
hipoglicemia e hiperglicemia, hiperatividade das glandulas tireoide, pituitaria e/ou
adrenal, tumores secretores de insulina e demais condi¢ées que interferem com a
absorcao de glicose. Os valores da concentracao sérica de glicose dos animais tratados
com os compostos estudados, durante os diferentes periodos de tratamento, estdo
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 relacdo ao tratamento de 14 dias, o grupo NG apresentou valores estatisticamente
inferiores (p<0.01) quando comparados ao controle (C); e em relagdo 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
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com os compostos estudados foram responsaveis pelo aumento dos niveis glicémicos
destes animais, possivelmente desencadeando um quadro de diabetes nos mesmos.
Entretanto, os valores do grupo controle também se apresentaram elevados, acima dos
valores de referéncia 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 elevacdo pode ser
decorrente do estresse causado aos animais e consequente elevacao nos niveis de
cortisol; o qual é hiperglicemiante, agindo como antagonista da insulina e aumentando
os indices de glicemia e a producado de glicogénio pelo figado. Além disso, maiores
niveis de glicemia podem estar associados a esteatose hepatica (gordura no figado),
uma das patologias que podem ocorrer como consequéncia de queimaduras — como
discutido anteriormente.
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Figura 46 - Concentracao sérica de glicose dos animais submetidos a 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 padrao (n=5). a = p<0.001 quando comparado a (C); b = p<0.01 quando comparado a (C); ¢ = p<0.05
quando comparado a (C).
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4.4.2 Avaliacdo dos Pardmetros Hematoldgicos

O hemograma, exame que avalia as células sanguineas, € um dos principais
exames realizados para diagnoéstico de doencas ou controle de sua evolucao. Este
exame é constituido basicamente pela contagem absoluta de leucdcitos (glébulos
brancos) e de hemacias (glébulos vermelhos), concentracdo de hemoglobina (Hb),
percentual de hemacias no volume total de sangue (hematdcrito) e contagem absoluta
de plaquetas; além de volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular
média (HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM). Através
deste exame, é possivel ainda fazer a diferenciacdo dos leucécitos em neutréfilos,
linfocitos e mondcitos, eosindfilos e basofilos. Os resultados das analises dos
parametros hematoldgicos dos animais tratados com os compostos estudados, durante
os diferentes periodos de tratamento, estdo apresentados nas Figuras 47 a 51.

Leucdcitos sdo um grupo de células diferenciadas a partir de células-tronco
pluripotentes oriundas da medula 6ssea e que fazem parte do sistema imune do
organismo, combatendo e eliminando microrganismos e estruturas quimicas estranhas
ao organismo, por meio de sua captura ou da producao de anticorpos. A diminui¢do da
quantidade de leucécitos estd relacionada a um aumento na susceptibilidade a
infecgdes; enquanto que o aumento da quantidade esta relacionado a uma resposta a
infeccbes ja instaladas, substancias estranhas ou estresse. A partir dos resultados
obtidos, foi possivel observar que ndao houve diferencas estatisticamente significativas
entre 0s grupos; com excecao do grupo NG tratado durante 7 dias, o qual apresentou
valores significantemente maiores que o grupo controle (C). Os valores da contagem
absoluta de leucocitos estdo dentro dos valores de referéncia descritos na literatura
(entre 4,0 x 10%/pL e 12,0 x 10%/uL) (DANTAS et al., 2006; GIKNIS & CLIFFORD, 2008;
EBISUI, FONTES & LAPCHIK, 2009; MELO et al., 2012), sugerindo que a queimadura
induzida nos animais nao foi grave a ponto de causar infecgdo sistémica ou que os
compostos estudados realmente possuem uma elevada atividade antimicrobiana e

auxiliaram o organismo no combate a infecc¢ao.
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Figura 47 — Contagem absoluta de leucécitos (x 10%/uL) dos animais submetidos a 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 padrao (n=5). a = p<0.001 quando comparado a (C).

As hemacias sdo as unidades morfoldgicas da série sanguinea vermelha,
constituidas basicamente por globulina e hemoglobina, e responsaveis pelo transporte
de oxigénio (principalmente) e gas carbbnico aos tecidos. Alteragées na quantidade de
hemacias presentes no organismo estdo relacionadas a doencas como anemias e
policitemias. A partir dos resultados obtidos, foi possivel observar que ndo houve
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos. Os valores estdo dentro dos
valores de referéncia descritos na literatura (entre 5,4 x 10%pL e 8,5 x 10%uL) (GIKNIS
& CLIFFORD, 2008; EBISUI, FONTES & LAPCHIK, 2009; MELO et al, 2012),
sugerindo que o tratamento com os compostos estudados ndo alterou a quantidade de

heméacias e, consequentemente, ndo ocasionou doencgas relacionadas.
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Figura 48 - Contagem absoluta de hemacias (x 106/pL) dos animais submetidos a 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 padrao (n=5).
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A hemoglobina é uma proteina presente nos eritrécitos (hemacias),
constituindo aproximadamente 35% de seu peso. Presente no sangue, esta proteina é
responsavel por transportar o oxigénio, levando-o dos pulmdes aos tecidos. Além do
transporte de oxigénio, a hemoglobina participa do transporte de nutrientes a todas as
células do corpo; processo no qual o sangue leva os nutrientes e recolhe as
substancias secretadas pelas células — conduzindo-as, posteriormente, para fora do
organismo. Para se combinarem com o oxigénio, os eritrécitos precisam conté-lo em
quantidade suficiente, e isto depende dos niveis de ferro presentes no organismo. A
presenca de hemoglobina abaixo dos valores de referéncia (por exemplo, niveis abaixo
de 12 g/dL) indica anemia. A partir dos resultados obtidos, foi possivel observar que
nao houve diferencas estatisticamente significativas entre os grupos. Os valores estao

dentro dos valores de referéncia descritos na literatura (entre 11,5 g/dL e 16,0 g/dL)
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(GIKNIS & CLIFFORD, 2008; EBISUI, FONTES & LAPCHIK, 2009; MELO et al., 2012),
sugerindo que o tratamento com os compostos estudados néo alterou a quantidade de

hemoglobina, consequentemente ndo ocasionando anemia.

N
Ny

-
(3]
1

HOBE&
> Z OO0

® O

e e e R A e
(o n o

:
&
&
&
&
&
&
&
&
&
&
&
&
&

e
O e
T

4 21
Dias

Hemoglobina (g/dL)
-t
o o
| 1
e e S e R B A e T
— pEE s EEEEEE

Figura 49 - Contagem absoluta de hemoglobina (x 103/uL) dos animais submetidos a 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 padrao (n=5). a = p<0.001 quando comparado a (C).

O hematécrito avalia a porcentagem de hemacias no volume total de sangue,
auxiliando no diagnéstico de anemias, perda sanguinea, hemdlise, leucemia,
hipertireoidismo, desidratacdo, policitemias, choque, dentre outros. A partir dos
resultados obtidos, foi possivel observar que ndo houve diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos. Os valores apresentaram-se dentro dos valores de
referéncia descritos na literatura (entre 37,0% e 49,0%) (GIKNIS & CLIFFORD, 2008;
EBISUI, FONTES & LAPCHIK, 2009; MELO et al., 2012), sugerindo que o tratamento
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com os compostos estudados nao alterou este parametro e, consequentemente, néao

ocasionou doencas relacionadas.
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Figura 50 - Hematdcrito (%) dos animais submetidos a 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 padrao (n=5).

As plaquetas sao fragmentos celulares formados a partir da fragmentacao do
citoplasma de globulos brancos gigantes, denominados megacariocitos. De modo geral,
a diminuicdo na quantidade de plaquetas pode ocasionar sangramentos, enquanto que
o0 aumento pode ocasionar trombose. A partir dos resultados obtidos, foi possivel
observar que nao houve diferencas estatisticamente significativas entre os grupos; com
excecao 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 estdo dentro dos valores de referéncia descritos na literatura (entre
450,0 x 10°%/uL e 885,0 x 10%uL) (GIKNIS & CLIFFORD, 2008; EBISUI, FONTES &
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LAPCHIK, 2009; MELO et al., 2012), sugerindo que o tratamento com os compostos
estudados nao alterou este parametro e, consequentemente, ndo ocasionou doencas

relacionadas.
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Figura 51 - Contagem absoluta de plaquetas (x 103/uL) dos animais submetidos a 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 padrao (n=5).

De modo geral, os compostos estudados nao provocaram alteracoes
significativas nos parametros bioquimicos e hematologicos dos animais. Os valores de
ureia apresentaram-se um pouco elevados, mas provavelmente estavam associados a
elevada taxa de degradacao proteica comum no processo de cicatrizacdo (uma vez que
0S niveis séricos de creatinina ndo sofreram alteracdées, o que indicaria prejuizo na
funcdo renal). A relacdo AST/ALT obtida foi maior do que 1, indicando dano hepatico a
nivel mitocondrial — o que p6de ser confirmado através da diminuicdo da capacidade de
reducao do MTT pelos hepatdcitos nos ensaios de citotoxicidade. Os niveis séricos de
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fosfatase alcalina e glicose também se apresentaram mais elevados que os valores de
referéncia, mas provavelmente indicam uma consequéncia das queimaduras e do
estresse sofrido pelos animais, e ndo do tratamento com os compostos estudados (uma
vez que os niveis do grupo controle também se apresentaram elevados). Estes
resultados indicam que o GSNO (livre ou encapsulado em nanoparticulas de PCL
recobertas por quitosana) e as nanoparticulas de prata podem ser utilizados em

aplicacoes biomédicas, proporcionando poucos efeitos a nivel sistémico.

4.4.3 Biodistribuicdo de Prata em Sangue e Orgdos

Uma vez que AgNPs ndo sado biodegradaveis e exibiram efeitos téxicos in
vitro, tornou-se essencial a avaliacdo da penetracdo destas nanoparticulas e seu
possivel acumulo no organismo. A Figura 52 mostra a biodistribuicdo de prata em
sangue, pele, figado, rins, pulmdo e baco dos animais submetidos a queimadura
térmica e posteriormente tratados com AgNPs durante 7, 14, 21 e 35 dias. Nos animais
do grupo controle, as concentracées nao foram expressivas (dados ndo mostrados).
Através dos resultados obtidos, foi possivel observar que as AgNPs penetraram de
forma sistémica e se acumularam, principalmente, no figado e no bago. Em
gueimaduras, o muco produzido no leito da ferida (constituido por glicoproteinas) possui
carga parcial negativa — o que favorece a adesao/permeacao de nanoparticulas com
carga superficial positiva (como nanoparticulas recobertas por quitosana) e dificulta a
permeacdo de nanoparticulas com carga superficial negativa, como as AgNPs.
Entretanto, como discutido anteriormente, AgNPs produzidas por método bioldgico
utilizando-se o fungo Fusarium oxysporum possuem uma capa proteica em torno de sua
superficie. Esta capa proteica atua como um mecanismo de opsonizacéo, facilitando o
reconhecimento das nanoparticulas por neutréfilos e macréfagos presentes no leito da
ferida e sua consequente fagocitose pelo sistema reticulo endotelial (SRE). Figado,
baco e pulmdo contém mais de 95% da quantidade total de macréfagos do SRE,

consequentemente sio os 6rgaos que mais captam e fagocitam corpos estranhos.
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A maior permeacao de AgNPs em pele danificada, quando comparada a pele
intacta, também foi demonstrada in vitro — no estudo de Larese et al. (2009), as
nanoparticulas penetraram a pele intacta com um valor médio de 0,46 ng/cm? apés 24
horas da aplicagdo; enquanto que na pele lesionada, este valor foi cinco vezes maior
(2,32 ng/cm?). Outros estudos da literatura demonstraram o actmulo de AgNPs
administradas por via oral e intravenosa; bem como de nanoparticulas de ouro, TiOo,
pontos quanticos (quantum dots) e silica (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 - Concentracao de prata, obtida através de ICP-OES, no sangue e em diferentes 6rgaos dos animais
submetidos a queimadura térmica e posteriormente tratados durante 7, 14, 21 e 35 dias com AgNPs. A
concentragao de prata do grupo controle nao foi expressiva (dados nao mostrados).

Apesar da consideravel presenca de AgNPs nos érgaos avaliados e dos
efeitos toxicos observados nos ensaios de citotoxicidade com hepatécitos, nao foram
observados efeitos toxicos expressivos nos parametros bioquimicos e hematol6gicos,
conforme discutido anteriormente (itens 4.4.1 e 4.4.2, respectivamente). Em virtude do
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grande potencial destas nanoparticulas na cicatrizagdo de feridas, mais estudos sobre

sua toxicidade sao necessarios e relevantes.

4.5 Avaliacao do Potencial de Cicatrizacao de GSNO Livre e das
Nanoparticulas nos Animais Induzidos a Queimadura

4.5.1 Reducdo do Didmetro da Lesao

O perfil de reducao do diametro das lesdes provocadas pela queimadura,
avaliado macroscopicamente durante o tratamento com os compostos estudados, esta
apresentado na Figura 53. A partir dos resultados obtidos, foi possivel observar que o
grupo controle apresentou uma redugao significativa no didametro das lesées apés 21
dias de tratamento; enquanto que nos grupos G e NG, houve uma reducao
estatisticamente significativa apés 14 dias. O grupo AG apresentou uma pequena
reducdo no didmetro das lesdes apo6s 7 dias, mantendo-se constante por mais 7 dias.
Ap0és este periodo, houve uma reducao brusca e significativa nos diametros. Apesar de
nao ter demonstrado um perfil de reducéao gradativo (como observado nos grupos G e
NG), o diametro das lesées do grupo AG, apos 21 e 28 dias de tratamento, apresentou-
se menor que os demais grupos — sugerindo uma melhor eficacia das AgNPs em
relacdo aos outros compostos. De modo geral, o tratamento com os compostos
estudados auxiliou no processo de cicatrizacdo das lesdes provocadas pela
queimadura, reduzindo o didmetro das mesmas mais rapidamente, quando comparado

ao grupo controle.
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Figura 53 — Diametro das lesdes (%) dos animais submetidos a 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 padrao (n=5). a = p<0.001 quando comparado ao 12 dia; b = p<0.01 quando comparado ao 12 dia; ¢ =
p<0.05 quando comparado ao 12 dia.

4.5.2 Avaliacio do Processo de Cicatrizacao

O processo de cicatrizagdo foi avaliado histologicamente apds o sacrificio
dos animais. Os cortes histologicos obtidos da pele dorsal dos animais, realizados apds
7, 14 e 21 dias de tratamento com gel puro (controle) e gel contendo GSNO livre, estao
apresentados na Figura 54. A partir dos cortes histolégicos obtidos, foi possivel
observar que 7 dias apds tratamento com gel contendo GSNO livre, a epiderme
apresentou-se destruida e a derme apresentou-se constituida por tecido conjuntivo
frouxo, com poucas fibras de colageno e baixa celularidade local. Apés 14 dias de
tratamento, foi possivel observar mudanca do tecido conjuntivo de frouxo para denso,
caracterizado por grande quantidade de fibras espessas de colageno orientadas em
diferentes direcdes, aumento da celularidade local (grande quantidade de fibroblastos)
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e inicio da reepitelizacdo da epiderme. Ap6s 21 dias de tratamento, a epiderme
apresentou-se regenerada e a derme apresentou grande quantidade de miofibroblastos
(células contrateis indicativas de cicatrizagdo) — enquanto que no grupo controle, foram
observadas as mesmas caracteristicas do inicio do tratamento (sugerindo que nao

houve cicatrizacao).

Figura 54 — Fotomicrografia dos cortes histoldgicos da pele dorsal dos animais apos tratamento com gel
puro (controle) e gel contendo GSNO livre. Legenda: A, B e C — Grupo controle apos 7, 14 e 21 dias de
tratamento, respectivamente. D, E e F — Grupo tratado com GSNO livre apos 7, 14 e 21 dias de tratamento,
respectivamente. As setas indicam miofibroblastos (células contrateis indicativas de cicatrizacao).
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Os cortes histoldgicos obtidos da pele dorsal dos animais controle e dos
animais tratados com gel contendo GSNO encapsulado em PCL/CS estao
apresentados na Figura 55. A partir dos cortes histolégicos obtidos, foi possivel
observar que nao houve mudancas significativas na derme apés 14 dias de tratamento,
quando comparado a derme observada apds 7 dias. A derme apresentou-se constituida
por tecido conjuntivo bastante denso, com grande quantidade de fibras espessas e de
células no local. Ap6s 21 dias de tratamento, a epiderme apresentou-se regenerada e a
derme apresentou grande quantidade de miofibroblastos e novos vasos sanguineos,
sugerindo o término das fases do processo de cicatrizacdo — enquanto que no grupo
controle, foram observadas as mesmas caracteristicas do inicio do tratamento
(sugerindo que nao houve cicatrizagao). O tratamento com as PCL/CS contendo GSNO
reduziu o tempo necessario para a diferenciacdo de fibroblastos em miofibroblastos,

revertendo o processo inflamatorio mais rapidamente.
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Figura 55 — Fotomicrografia dos cortes histoldgicos da pele dorsal dos animais apos tratamento com gel
puro (controle) e gel contendo GSNO encapsulado em PCL/CS. Legenda: A, B e C — Grupo controle ap6s 7,
14 e 21 dias de tratamento, respectivamente. D, E e F — Grupo tratado com GSNO encapsulado em PCL/CS
apos 7, 14 e 21 dias de tratamento, respectivamente. As setas indicam miofibroblastos (células contrateis
indicativas de cicatrizacao).

Os cortes histoldgicos obtidos da pele dorsal dos animais controle e dos
animais tratados com gel contendo AgNPs estdo apresentados na Figura 105. Os
resultados foram semelhantes aos observados nos cortes histol6gicos do grupo tratado
com gel contendo GSNO encapsulado — ndo houve mudangas significativas na derme
apo6s 14 dias de tratamento, quando comparado a derme observada ap6s 7 dias, e
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houve grandes mudancas ap6s 21 dias de tratamento. A epiderme apresentou-se
regenerada e a derme apresentou grande quantidade de miofibroblastos, sugerindo o
término do processo de cicatrizagdo — enquanto que no grupo controle, foram
observadas as mesmas caracteristicas do inicio do tratamento (sugerindo que nao
houve cicatrizacdo). O tratamento com AgNPs reduziu o tempo necesséario para a
diferenciacdo de fibroblastos em miofibroblastos, revertendo o processo inflamatorio

mais rapidamente.

Figura 56 — Fotomicrografia dos cortes histolégicos da pele dorsal dos animais apos tratamento com gel
puro (controle) e gel contendo AgNPs. A, B e C — Grupo controle apés 7, 14 e 21 dias de tratamento,
respectivamente. D, E e F — Grupo tratado com GSNO encapsulado em PCL/CS apods 7, 14 e 21 dias de
tratamento, respectivamente. As setam indicam miofibroblastos (células contrateis indicativas de
cicatrizacao).
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5. CONCLUSOES

As AG/CS nao foram adequadas para a administracado de GSNO, por
apresentarem baixa eficiéncia de encapsulagdo e por ndo se apresentarem como um
sistema de liberacdo sustentada. As PCL/CS apresentaram eficiéncia de encapsulacao
de cerca de 70% e se mostraram adequadas para utilizacdo como sistema de liberagao
sustentada de farmacos hidrofilicos. As AgNPs foram produzidas utilizando-se um
método economicamente vidvel e adequado para aplicacdes biomédicas, e mostraram-
se estaveis por um longo periodo de tempo. De modo geral, o GSNO (livre ou
encapsulado) e as nanoparticulas poliméricas foram pouco tdéxicos in vitro e in vivo. As
AgNPs apresentaram-se citotoxicas em concentragdes relativamente baixas para os
trés tipos celulares avaliados, 0 que n&o inviabilizaria sua utilizacdo em aplica¢des
biomédicas visto que foram pouco téxicas nos estudos in vivo (nao interferindo nos
parametros bioquimicos e hematolégicos dos animais). O tratamento com os compostos
estudados reduziu o tempo necessario para a diferenciacao de fibroblastos em células
hiperativas (miofibroblastos), envolvidas na geragdo de forga contratil na ferida,
revertendo o processo inflamatério mais rapidamente — possibilitando sua utilizacdo em

aplicacoes biomédicas visando ao tratamento de lesdes provocadas por queimadura.
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6. PERSPECTIVAS

X Aumentar o rendimento da sintese de GSNO e avaliar a decomposicao do
composto por um periodo maior de tempo;

<> Aumentar a eficiéncia de encapsulagdo do GSNO nas nanoparticulas de
alginato-quitosana (AG/CS) e retardar a liberagdo do composto a partir das
nanoparticulas, tornando-as um sistema de liberacao sustentada;

> Avaliar a permeacao do GSNO através da pele, utilizando-se células de Franz;

X Avaliar os efeitos citotoxicos das AgNPs, em diferentes concentracdes e tipos
celulares, ampliando o conhecimento sobre a citotoxicidade destas nanoparticulas;

o Ampliar a analise dos efeitos do GSNO e das nanoparticulas sobre os
parametros bioquimicos e hematologicos, e fazer o diagnéstico diferencial de
hepatopatias utilizando outros biomarcadores;

X Ampliar os estudos sobre a biotransformagédo das AgNPs, bem como sobre o
acumulo das nanoparticulas em diferentes 6rgdos — uma vez que as nanoparticulas nao
sao biodegradaveis

.

< Associar o GSNO as nanoparticulas de prata e avaliar se esta associacao
potencializa o efeito cicatrizante dos compostos.
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ANEXOS
ANEXO A — CURVA DE CALIBRACAO DE GSNO

A curva de calibragdo utilizada para o calculo da concentracdo de GSNO
esta representada na Figura 111. A equacdo da reta correspondente a curva foi
y = -0,00615 + 2,19091x e o coeficiente de correlagdo obtido foi acima de 0,999 (R? =
0,99974), evidenciando uma boa qualidade da curva analitica (RIBANI et al., 2004).
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Figura 57 - Curva de calibragao utilizada para o calculo da concentracao de GSNO
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Nanoparticles in treatment of thermal injured rats: Is it safe?

P S Melo'?, P D Marcato®, S C Huber™’, I R Ferreira'?, L B de Paula’,
A B A Almeida®, N Durin®’, S Torsoni’, A B Seabra’ and O L Alves’

'Biochemistry Department, Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), SP,
Brazil

*VERIS, Campinas, SP, Brazil

* Chemistry Institute, UNICAMP, SP, Brazil

*SOBRAPAR, Campinas, SP, Brazil

S Universidade Federal do ABC (UFABC), Santo André, SP, Brazil,
SFCA, UNICAMP, SP, Brazil

" Universidade Federal de Sdo Paulo, SP (UNIFESP), Diadema, SP, Brazil
E-mail: pmelo@unicamp.br

Abstract. The aim of this study was to assess whether thermal trauma induced oxidative stress
altered the balance between oxidant and antioxidant systems in the blood of burn wound rats in
the absence and presence of silver nanoparticles and S-nitrosoglutathione, GSNO. Free silver
nanoparticles, free GSNO and silver nanoparticles + GSNO had no cytotoxic effects. Under
anesthesia, the shaved dorsum of the rats was exposed to 90°C (bum group) water bath.
Studied compounds were administered topically immediately and at 28 days after the bumn
injury, four times a day. Silver nanoparticles and silver nanoparticles + GSNO were no toxic in
vitro and in vivo. There were no significant differences in the levels of urea, creatinine,
aminotransferases and hematological parameters, in control-burn groups (free silver
nanoparticles) and treated-burn groups (free GSNO or silver nanoparticles + GSNO). There
were no differences in lipid peroxidation and in the levels of protein carbonyls and glutathione,
used as oxidative stress markers. A little inflammatory cell response, papillary dermis
vascularization, fibroblasts differentiated into contractile myofibroblasts and the presence of a
large amount of extracellular matrix were evidenced in treated groups following skin injury.
These results indicate that silver nanoparticles and GSNO may provide an effective action on
wound healing.

1. Introduction

The aim of wound healing is a speedy recovery with minimal scarring and maximal function. Wound
healing proceeds through an overlapping pattern of events including coagulation, inflammation,
proliferation, matrix and tissue remodelling. For this efficient and highly controlled repair process to
take place, numerous cell-signalling events are required [1]. Silver has been used for centuries to

Published under licence by IOP Publishing Ltd
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prevent and treat a variety of diseases including pleurodesis, cauterisation, and healing of skin wound
[1]. The use of silver in the past has been restrained by the need to produce silver as a compound,
thereby increasing the potential side effects. It has been reported [1] that the overall decrease in the
inflammatory response at local wound sites in the silver nanoparticles group mimic the events
observed in the further confirming the detrimental effects of inflammation on healing. They conclude
that silver nanoparticles can modulate local and systemic inflammatory response following burn injury
by cytokine modulation.

Nanotechnology includes the production of nanoparticles, defined as particles with three
dimensions of less than 100 nm. Due to the their small size, nanoparticles exhibit greater specific
surface areas and surface energies, and generally increased surface reactivity than those of the
conventional (larger) forms, leading to vastly different properties. For these reasons nanoparticles are
being increasingly employed in a variety of consumer products, including paints, cosmetics,
medicines, food and sun block lotions [2].

Silver ions have been used for centuries to prevent and treat a variety of diseases including
pleurodesis, cauterization, and healing of skin wounds. The antibacterial property is important to
prevent bacteria growth in the wound. Furthermore, some authors have reported possible pro-healing
properties of silver [3]. For example, Tian and collaborators [1] verified that silver nanoparticles can
promote wound healing and reduce scar appearance in a dose-dependent manner. Furthermore, the
authors showed that silver nanoparticles act by decreasing inflammation through cytokine modulation.
GSNO is an endogenous found nitric oxide (NO) donor that exhibit NO-like activities such as the
inhibition of platelet adhesion, vasodilation, microbicidal actions, and wound healing [4-8]. Thus,
combination of GSNO and silver nanoparticles has a great potential to promote wound healing.

The central role of liver and kidney in drug metabolism predisposes them to toxic injury. Hepatic
metabolism is a mechanism that converts drugs and other compounds into products that are more
easily excreted. A metabolite may have higher activity and/or greater toxicity than the original drug.
Metabolites of the drugs that are excreted form kidneys may also cause cellular damage leading to
kidney dysfunction.

The aim of this study was to assess whether thermal trauma induced oxidative stress altered the
balance between oxidant and antioxidant systems in the blood of burn wound rats in the absence and
presence of compounds (silver nanoparticles and GSNO). Previously, it was evaluated the cytotoxic
effects of these substances in fibroblast V79 cell culture. Moreover, it was evaluated if these
substances induce toxic effects in kidneys (urea and creatinine measurements), in liver (alanine and
aspartate aminotransferases) and in hematological parameters.

2. Methods

2.1. Silver nanoparticles production

The fungal inoculates were prepared in a malt extract 2% and yeast extract 0.5% at 28°C in Petri
plates. Silver reduction was carried out as described: approximately 10 g of F. oxysporum biomass
was taken in a conical flask containing 100 mL of distilled water, kept for 72 h at 28°C and then the
aqueous solution components were separated by filtration. To this solution, AgNO3 (10-3M) was
added and kept for several hours at 28°C [7,8].

2.2. Transmission Electron Microscopy (TEM) analysis

The silver nanoparticles were characterized by Transmission Electron Microscopy (TEM) (Carl Zeiss
CEM-902 transmission electron microscope, 80 KeV). For the examination of the silver particle, one
drop of the particle dispersion was deposited on carbon-coated parlodion films supported in 300 mesh
copper grids (Ted Pella).
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2.3. GSNO synthesis
GSNO was synthesised as previously reported [9, 10]. In brief, glutathione (GSH) was nitrosated by
adding equimolar amount of sodium nitrite (NaNQO,) in acidified aqueous solution.

2.4. Gel preparation
Carbopol 940® gel (0.1%) with propyleneglycol (5%) was prepared. Silver nanoparticles or GSNO
(10-50% w/w) was added to the Carbopol gel.

2.5. Cytotoxicity of silver nanoparticles and silver nanoparticles + GSNO

The cytotoxicity of silver nanoparticles and silver nanoparticles + GSNO was assessed in a permanent
lung fibroblast cell line (V79) culture derived from Chinese hamster [11]. These cells are commonly
used for cytotoxicity studies [10]. V79 fibroblasts were grown as monolayers in Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM) supplemented with 10% fetal bovine serum, 100 TU of penicillin/ml and
100 Ag of streptomycin/ml in a humidified incubator with 5% CO, in air at 37 °C. The cells were
plated at a demsity of 3 x10* cells/ml in 96-well plates. Forty-eight hours after cell seeding,
semiconfluent cultures were exposed to silver nanoparticles and silver nanoparticles + GSNO, at
different concentrations (0 - 22 pM of silver nanoparticles). The maximum concentration of silver
nanoparticles + GSNO was 22 uM of silver nanoparticles + 8 pM of GSNO. The cells were exposed
for 24h to the test medium with or without the compounds studied (control). Each concentration was
tested in six replicates in each of three separate experiments. At the end of the incubation, two
independent endpoints for cytotoxicity (MTT reduction and neutral red uptake) were evaluated.

2.6. Endpoint tests for cytotoxicity

2.6.1. Neutral red uptake (NRU): The NRU was measured by the method of Borefreund and Puerner
[11]. Briefly, cells were washed once with PBS after removal of the culture medium. After 4 h of
incubation with serum-free medium containing neutral red (50 pmol/L), the cells were washed in PBS,
followed by the addition of 0.1 ml of a solution of 1% acetic acid and ethanol (50%) to each well to fix
the cells and to remove the neutral red from the solution. The plates were shaken gently for 20 min on
a plate shaker, and the absorbance of the solution was read at 540 nm (VersaMaxk, Tunable
Microplate Reader).

2.6.2. Methylthiazoletetrazolium (MTT) reduction: The MTT reduction assay was performed as
described by Denizot and Lang [14]. Briefly, cells were washed once with PBS before adding 0.1 ml
of serum-free medium containing 0.05% of MTT salt to each well. After incubation for 5h, the culture
medium was removed and 0.1 ml of ethanol was added to each well to solubilize the formazan formed.
The plates were shaken gently for 10 min and the absorbance was measured at 570 nm (VersaMaxk,
Tunable Microplate Reader, Molecular Devices, Co., Sunnyvale, CA, USA).

2.7. Thermal injury animal and treatment

Male Wistar rats (250-300g; CEMIB/UNICAMP, Brazil) were used. Throughout the experiment,
animals were housed in the same care facility with food and water available during a 12 hour
light/dark cycle. Animal care was carried out in accordance with guidelines approved by the Ethical
Animal Committee (Unicamp). Major thermal injury model has been previously described as a
suitable model demonstrating the response associated with thermal injury [1]. Briefly, rats were
anesthetized with ketamine/xylazine intraperitoneal 2% 20 mg/Kg; their dorsal body surface hair
shaved off, and placed in an appropriately sized template device such that the shaved area of the skin
on the animals’ back was exposed. The template device was then lowered into a hot water bath (90°C)
to immerse the exposed skin area in hot water for 10 seconds. With this technique, full thickness third
degree thermal injury comprising 30% of the total body surface were obtained. Sham rats were
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subjected to identical anesthesia and other treatments, except that they were immersed in 37°C water.
After the thermal injury, five treatments were used on the dorsal skin: free Carbopol gel (positive
control group, n=7, and negative control group, n=7); silver nanoparticles (1% m/v) (Ag group, n=7);
free GSNO (GSNO group, n=7) (2 mM); silver nanoparticles + GSNO (1% m/v) (Ag-GSNO group,
n=7) and silver sulfadiazine (1% m/v) (sulfadiazine group, n=7), four time a day. After 28 days, the
animals were euthanized and its blood was collected for the biochemistry analyses and hematological
parameters (toxic effects in vivo) and oxidative stress analysis. The burned dorsal skin was carefully
removed for the histological analysis.

2.8. Toxic effects in vivo

2.8.1. Biochemistry analyses: Urea, creatinine, aspartate aminotransferase (AST) and alanine
aminotransferase (ALT) values were analyzed in blood serum, using a Bioplus biochemical analyzer
and LabTest reagents.

2.8.2. Hematological parameters: Leukocyte, erythrocyte and platelet counts and hemoglobin
concentration were analyzed using KX21 system.

2.9. Oxidative stress analysis
Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), protein carbonyls and reduced glutathione (GSH)
were measured as previously described [15].

2.10. Histological analysis

After 28 days of thermal injury and treatment the damaged skins were removed, fixed in 4%
phosphate-buffered formalin, and embedded in paraffin. From the paraffin embedded tissue-blocks,
5 um sections were serially cut and stained with hematoxylin-eosin (H&E). The sections were
examined by light microscopy using a Leica FW 4500 B microscope.

3. Results and Discussion
3.1. Silver nanoparticles production

Spherical nanoparticles with size between 10-30 nm were observed by TEM analysis as shown the
Figure 1.

Figure 1. TEM micrograph of silver nanoparticles
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3.2. Cytotoxicity of silver nanoparticles and silver nanoparticles + GSNO

Free glutathione (GSH) has shown to be no cytotoxic to fibroblast V79 cells in the lysosomal (NRU)
assay and slightly cytotoxic to mitochondrial (MTT) assay (15-20% around to 10 pM — data not
shown). Silver nanoparticles have shown to be no cytotoxic until 16 uM, evaluated by NRU and MTT
assays (Figure 2A). Silver nanoparticles + GSNO also have shown to be no cytotoxic in the same
assays (100% of viability until 22 uM concentration of silver nanoparticles and 8 uM of GSNO)
(Figure 2B).
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Figure 2. Cytotoxicity in V79 fibroblast cell culture in the presence of silver nanoparticles
(Figure 2A) and silver nanoparticles + GSNO (Figure 2B).
Concentration of silver nanoparticles 0-22 pM.

3.3. Toxic effects in vivo

The effects of silver nanoparticles and silver nanoparticles + GSNO on selected renal and liver
function biochemistry tests (urea and creatinine concentrations, AST and ALT activities) in the
animals submitted to thermal injury were presented in Table 1.

Table 1. Effects of thermal injury and/or treatment with silver nanoparticles and silver nanoparticles +

GSNO in vivo
Sham Negative Positive Ag GSNO Ag-GSNO | Sulfadiazine p*
Control Control
Urea 385+ 4.14 + 4.00 + 383+ 317+ 528+ 414+ p>0.05
(mg/dL) 0.50 0.67 0.37 0.30 0.48 0.68 0.45
Creatinine 0.56+ 0.55 + 0.54 + 0.45 + 0.63 + 0.54 0.49 + p>0.05
(mg/dL) 0.03 0.01 0.02 0.02 0.02 0.4 0.01
AST (U/L) 60.43 + 6243 + 7571+ 81.67+ 96.83 + 8957+ 81.57+ p>0.05
16.99 15.82 27.15 25.93 15.82 8.24 5.54
ALT (U/L) 3829+ 3257+ 30.86 = 34.00 + 42,50 + 35.00 + 4471 p>0.05
1572 9.40 6.44 16.02 14.52 6.51 1.12
Leukocyte 61285+ 59714+ 74428 7457.1 74142 + 67714 + 73571+ p>0.05
(cells) 348 353.7 481.0 642.4 953.3 4379 4275
Erythrocyt T-75+ 7.94+ 6.98 + 7.06 + 712 726+ 7.70 & p>0.05
e (cells) 0.22 0.12 0.17 0.21 0.16 0.25 0.13
Platelet 779.28 + 783.00 + 894.14 + 689.14 + 744.28 + 934.00 + 870.71 £ p>0.05
(cells) 70.67 50.12 29.17 92.17 88.14 58.04 4237
Hb (g/dL) 1372+ 14.07 + 1237+ 1255+ 1261+ 1290 + 1382+ p>0.05
032 0.21 0.22 0.22 0.27 0.28 0.17

*Compared to the Positive Control Group. One-Way ANOVA + Tukey Test at OriginPro 8.
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Kidneys and liver are considered to be the most susceptible organs in the case of exposure and
absorption of silver. The toxicity in kidneys can be evaluated by urea and creatinine measurements.
The damaging effect of hepatotoxic substances on the liver is manifested by an increase of aspartate
aminotranferase (AST) and alanine aminotransferase (ALT). There were no differences between the
groups in relation to these tests (p > 0.05), meaning that the thermal injury and/or the treatment have
not shown toxicity in these biomarkers. The effects of silver nanoparticles and silver nanoparticles +
GSNO on the hematological parameters were also presented in Table 1. There were no differences
between the groups in relation to these parameters.

3.4. Oxidative stress
The thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), protein carbonyls and reduced glutathione
(GSH) measurements have not shown any significant changes. These results indicate that the studied
substances (silver nanoparticles and GSNO) have not induced an unbalance between oxidant and
antioxidant systems.

3.5. Histological analysis

Animals exposed to thermal injury, treated only with Carbopol gel, presented inflammatory cells in
higher amounts, few neovascularization and the extracellular matrix was poorly deposited. In Ag,
GSNO, Ag-GSNO and Sulfadiazine groups, the histological analysis showed an extended area of
connective tissue, where collagen and other extracellular matrix molecules were laid down. Moreover
it was possible to observe a presence of myofibroblasts, cells involved with the generation of
contractile force into the wound, in pappilay dermis, but only a few leukocytes infiltration. A
neovascularization in papillary dermis was evident. The negative control and sham groups have shown
preserved epithelium and dermis, without morphological changes (Figure 3).

The ultimate goal for wound healing is a speedy recovery with minimal scarring and maximal
function. Wound healing is a complex biological process that integrates the function of a variety of
cell types and repair phases, including inflammation, proliferation, reepithelialization, remodeling, and
maturation [8]. Rapid wound closure involves the migration of fibroblasts/keratinocytes to the wound
site, where extracellular matrix (ECM) molecules are deposited. Histological analysis of tissue in
MRL/MpJ mice lesions showed a delay in critical wound-healing events that culminated in a
impairment of wound contraction [16]. Silver nanoparticles can modulate local and systemic
inflammatory response following burn injury by cytokine meodulation, that may be important in
providing a permissive environment for scarless wound repair to proceed [1]. For many years, silver
sulfadiazine has been the standard treatment for burns, but some of the benefits of pure silver appear to
be lost. In the present study, we observed that silver nanoparticles could improve the healing of burn
wounds by accelerating the process. Histologically, a delay in main events of healing was observed
when wound was not treated. However a similar healing wound response in groups treated with Ag,
Ag-GSNO, GSNO and those treated with sulfadiazine could be observed.

4. Conclusions

Our results demonstrated that silver nanoparticles and silver nanoparticles + GSNO were no toxic in
vitro and in vivo. There were no significant differences in urea, creatinine and aminotransferases levels
and in the hematological parameters between the control-burn groups (silver nanoparticles) and
treated-burn groups (free GSNO or silver nanoparticles + GSNO forms). Moreover, there were no
significant differences in lipid peroxidation (TBARS), protein carbonyls and reduced glutathione
(GSH) between the groups. A little inflammatory cell response, papillary dermis vascularization,
fibroblasts differentiated into contractile myofibroblasts and the presence of a large amount of
extracellular matrix could be evidenced in treated groups following skin injury.
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Figure 3. Photomicrography of dorsal skin from rats 28 days after thermal injury. A: Burned region
was treated only with Carbopol gel after thermal injury (positive control). Arrowhead indicates
presence of fibroblasts in hyperactive state in the papillary dermis (PD). Arrow indicates necrosis area
(fibrin cap). H&E 100X; B: Healthy skin was treated only with Carbopol gel (negative control). It is
possible to observe stratified epithelium preserved (arrow) and unchanged papillary dermis. H&E
100X; C: Sham. Epithelium and dermis similar to negative control. H&E 100X; D: Burned region was
treated with silver nanoparticles after thermal injury. Arrowhead indicates presence of extracellular
matrix with few fibroblasts in hyperactive state in the papillary dermis (PD) and basal cells (arrow).
Tick area of fibrin cap (FC). H&E 100X; E: Bumed region was treated with GSNO after thermal
injury. Arrows indicates a large amount of extracellular matrix in papillary dermis and some
myofibroblasts. H&E 100X; F: Burned region was treated with GSNO afier thermal injury. It is
possible to observe increases in dermis vascularity and some leukocyte migration (arrow). H&E
200X; G: Burmed region was treated with silver nanoparticles + GSNO after thermal injury.
Arrowhead indicates the presence of miofibroblasts in papillary dermis. Fibrin cap can be observed
(FC). H&E 100X; H: Burned region was treated with silver nanoparticles + GSNO after thermal
injury. Arrow shows increases in dermis vascularity and some leukocyte migration. Fibrin cap (FC)
evident. H&E 200X; I: Bumned region was treated with silver sulfadiazine after thermal injury.
Presence of extracellular matrix (arrow) and miofibroblasts (arrowhead). H&E 100X.
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Abstract. Nitric oxide (NO) is involved in several physiological processes, such as the control
of vascular tone, the immune response and the wound healing process. Thus, there is a great
interest in the development of NO-releasing drugs and in matrices which are able to stabilize
and release NO locally in different tissues. Thiols, such as glutathione (GSH), are ready
nitrosated to form the NO donors S-nitrosothiols (RSNOs). In this work, GSH, a precursor of
the NO donor S-nitrosoglutathione (GSNO), was encapsulated into a mucoadhesive
combination of alginate/chitosan nanoparticles. The encapsulated GSH was nitrosated in the
alginate/chitosan nanoparticles by adding sodium nitrite, leading to the formation of
encapsulated GSNO. The cytotoxicity characterization of the nanoparticles containing either
GSH or GSNO showed that these materials were completely non cytotoxic to cellular viability.
These results show that this novel nanostructure biomaterial has a great potential to be use in
biomedical applications where NO has a therapeutical effect.

1. Introduction

Nitric oxide (NO) is an endogenous free radical that plays a key role in the regulation of several
physiological processes, such as the control of vasodilation, platelet interaction with the vessel wall,
immune responses, wound healing and cellular communication [1-5]. The endogenous synthesis of
NO is mediated through nitric oxide synthase (NOS) which catalyzes the conversion of L-arginine to
NO and citrulline. At low concentrations, NO is quite stable and minimally reactive, however, at
higher concentrations NO can interact with transition metals, heme-containing proteins, thiol groups
leading to oxidation of functional groups on RNA, DNA and proteins [6]. The biological actions of
NO have been shown to be dependent on its site and source of production, as well as its concentration.
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Due to the multifaceted role of NO in vivo, there is a great interest on the developing of NO
releasing molecular systems for biomedical applications, especially to treat important diseases [7]. In
this context, many different classes of NO donors have been prepared and applied in biological
systems [8]. Some studies suggested that cysteine thiols (RSHs) of bioactive peptides such as
glutathione (GSH), the most abundant non-protein thiol found ir vivo, act as NO carriers and donors in
tissues [9]. Thiols are directly involved in the metabolism and mobilization of NO, and GSH forms
S-nitrosoglutathione (GSNO) in vive [10], which belongs to a class of compounds named S-
nitrosothiols (RSNOs). GSNO and others RSNOs exhibit NO-like activities such as the inhibition of
platelet adhesion, vasodilation, microbicidal actions, and wound healing [1,2,4,5,11,12]. However, the
potential pharmacological applications of RSNOs, and in particular GSNO, require a vehicle since
RSNOs are considered unstable in aqueous solution [9].

A promising approach that has been considered to promote the uses of RSNOs as NO donors in
biomedical applications is either the direct incorporation of NO donors, such as RSNOs, into
biopolymers or nanoparticles [7,13-15]. In both cases, NO can be released directed to the target site
for prolonged periods of time and exerts its therapeutic effects, such as the promotion of cutaneous
wound healing and dermal vasodilation, upon application in vivo [1,2,4,5].

However, a crucial issue with regards to propose the clinical uses of NO-releasing materials is the
evaluation of the cytotoxicity of the NO donor molecules (RSNOs) and RSNOs-loaded to the
polymers. It was reported that GSNO decreased neutrophil viability in a time and concentration-
dependent manner, while GSH exposure alone did not enhance cell death or DNA fragmentation at
any concentration studied, as assessed by a fluorescent viability/cytotoxicity assay [16].

In this work the tri-peptide GSH, precursor of the NO donor GSNO, was encapsulated into a
mucoadhesive combination of alginate/chitosan. GSH-encapsulated alginate/chitosan nanoparticles
were characterized, and the thiol was nitrosated to form encapsulated GSNO. The kinetics of NO
release from GSNO-containing alginate/chitosan nanoparticles were monitored at physiological
temperature, and compared to free GSNO. Finally, the cytotoxicity of either GSH- or GSNO-
encapsulated were evaluated, The results showed that encapsulated GSH can be nitrosated to form
GSNO-containing nanoparticles. The results suggest that this formulation is a potent candidate for
pharmacological applications that require the release of controlled amounts of NO for prolonged
periods of time, where NO can have its physiological actions, without severe side effects.

2. Methods

2.1. Preparation of polymeric nanoparticles with GSH

The alginate/chitosan nanoparticles containing GSH were prepared thorough ionic gelation
method [17]. Briefly, it was prepared an aqueous chitosan solution (1.33%) with GSH. A ratio of
alginate/chitosan solutions of 0.75 was obtained by dropping wise previous prepared chitosan aqueous
solution into the alginate aqueous solution (0.005 g/100 mL) (pH 4.0), under magnetic stirring.

2.2. Characterization, encapsulation efficiency and physical stability of the alginate/chitosan
nanoparticles

The average particle size (number average size) and size distribution of prepared nanoparticles as the
zeta potential of alginate/chitosan ratio (0.75) were measured by photon correlation spectroscopy
(PCS) (Nano ZS Zetasizer, Malvern Instruments Corp). The encapsulation efficiency of GSH in
nanoparticles was determined by DTNB titration after ultrafiltration of the nanoparticles solution [12]
The physical stability alginate/chitosan nanoparticles at 0.75 ratio was monitored over 37 days at 4°C,
by measuring the average particles sizes and surface charges, as described previously.
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2.3. Nitrosation of GSH encapsulated in alginate/chitosan nanoparticles

GSH (400 uM) encapsulated in alginate/chitosan nanoparticles at ratio 0.75 and free GSH (400 uM)
were nitrosated by adding equimolar amounts of sodium nitrite directly into polymeric aqueous
solution (pH 4.0) at 336 nm (g = 940 mol/L/cm), using an UV-Vis spectrophotometer [12].

2.4, Kinetic measurements of NO release from encapsulated GSNO and free GSNO

The kinetic curves of GSNO (400 pM) decomposition with NO release were monitored for free GSNO
(GSNO in aqueous solution) and encapsulated GSNO in alginate/chitosan nanoparticles from the
absorption changes at 336 nm.

2.5. Cytotoxicity of GSH and GSNO free and encapsulated in nanoparticles

The cytotoxicity of GSH and GSNO, free and encapsulated in alginate/chitosan nanoparticles, was
assessed in a permanent lung fibroblast cell line (V79) culture derived from Chinese hamster [18].
These cells are commonly used for cytotoxicity studies [19]. The cells were plated at a density of
3 x 10" cells/ml in 96-well plates. Forty-eight hours after cell seeding, semiconfluent cultures were
exposed to free GSH, free GSNO, encapsulated GSH and encapsulated GSNO, at different
concentrations (0 — 18 uM). The cells were exposed for 24 h to the test medium with or without the
compounds studied (control). Each concentration was tested in six replicates in each of three separate
experiments. At the end of the incubation, two independent endpoints tests for cytotoxicity
(Methylthiazoletetrazolium reduction- MTT and neutral red uptake were evaluated [20,21].

3. Results and Discussion

3.1. Preparation and characterization of GSH-containing alginate/chitosan nanoparticles

Preparation of alginate/chitosan nanoparticles at ratio of 0.75, with and without GSH, showed average
particles sizes of 361 and 301 nm, respectively, and positive surface charges with average values of
+27 (with GSH) and + 22 mV (without GSH) (Table 1). Alginate/chitosan nanoparticles prepared
showed the encapsulation efficiency of 27% (Table 1). These positively charged particles exhibited
high stability after 37 days.

Table 1. Particles sizes, surface charge (Zeta potential), and encapsulation efficiency of
alginate/chitosan nanoparticles.

Alginate/Chitosan GSH Zeta Particle sizes PdI Encapsulation
ratios (mg) Potential (nm) efficiency (%)
(mV)
0.75 0 +22 301 0.316 -
0.75 5 +27 361 0.330 27

3.2. Nitrosation of GSH-encapsulated in alginate/chitosan nanoparticles

GSH encapsulated in nanoparticles of alginate/chitosan was directly nitrosated by reacting with
equimolar amount of sodium nitrite at pH 4.0. The formation of GSNO was confirmed by the
detection of the characteristic GSNO absorption band at 336 nm (n—=* transition) (data not shown).
Thus, a NO-donor molecule (GSNO) could be prepared directly in alginate/chitosan suspension by
directly nitrosation of encapsulated GSH in the nanoparticles.

3.3. Kinetics of GSNO decomposition with NO release from free GSNO and encapsulated GSNO in
polymeric nanoparticles

The kinetic data of GSNO decomposition with NO release at 37°C for free GSNO, which corresponds
to aqueous solution of GSNO (400 uM) at pH4.0 and GSNO (400 uM) encapsulated in
alginate/chitosan nanoparticles (alginate/chitosan ratio 0.75) at pH 4.0 were analyzed. The decrease of
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the intensity of the absorption band at 336 nm is assigned to the homolytic cleavage of the S-N bond,
with GSNO decomposition leading to the release of NO and the formation of oxidized glutathione [9].
Either free GSNO or encapsulated were able to spontaneously decomposes, releasing NO, under
physiological temperature, for hours. However, for the first 3 h of the kinetic, the GSNO encapsulate
in the nanoparticles can be considered stable (no change in the absorption at 336 nm). Only after 3 h of
the kinetic, it was observed an increase in the rate of decomposition of encapsulated GSNO, with NO
release. On the other side, the rate of free GSNO decomposition was observed to be continuously and
linear from time zero to 7 h. Indeed, the rate of encapsulated GSNO decomposition was found to be
1.2x 107 £ 0.2 x107 b for 3 to 7 h. On the other hand, the rate of free GSNO decomposition was
found to be 1.5x107+02x107h" for 0 to 7h. Therefore, encapsulation of GSNO in
alginate/chitosan nanoparticles was responsible to decrease the rate of NO release, especially during
the initial hours. This delay on the NO release may be due to the low diffusion rates of GSNO from
the nanoparticles to the solution.

3.4. Cytotoxicity of free GSH, free GSNO and GSNO and GSH encapsulated in alginate/chitosan
nanoparticles
Free glutathione showed to be non cytotoxic to fibroblast V79 cells in the lysosomal (Neutral red) and
slightly cytotoxic to mitochondrial (MTT) assays (15-20% around to 10 pM concentration), as is
observed in Figure 1A. In the Figure 1B is shown that cytotoxicity in the case of GSNO was also not
cytotoxic to fibroblast V79 cells in the lysosomal (Neutral red) and slightly cytotoxic to mitochondrial
(MTT) assays (20% around to 16 pM concentration), as 1s observed in Figure 1B.

Alginate/chitosan nanoparticles with or without GSH or GSNO exhibited non cytotoxicity (till
18 uM concentration).

F (e

40+

% of Control

201 —a—nNR
s - MTT reduction
o 3 6 9 12 15 18

Concentration (uM)

Figure 1. Viability graph in V79 cells with the cellular targets as MTT and NR of the free GSH (A)
and free GSNO (B).

4. Conclusions

The kinetic of NO release from free GSNO compared with GSNO-encapsulate in alginate/chitosan
reveled that the encapsulation of the NO donor resulted in a thermal and hydrolytic protection of
GSNO leading to an enhancement of NO activity by a controlled and sustained NO release from this
new biomaterial. The higher stability of encapsulated GSNO, compared to free GSNO enable the use
of GSNO in pharmaceutical applications, such as wound healing, or others uses where the biological
effects of NO are required.
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Abstract. Nitric oxide (NO) is involved in several physiological processes, such as the control of
vascular tone, the inhibition of platelet aggregation, smooth muscle cell replication, immune
response and neuronal communication. Several pathologies have been associated to dysfunctions in
the endogenous NO production. Thus, there is a great interest in the development of NO-releasing
drugs and in matrices which are able to stabilize and release NO locally in different tissues. In this
scenario, the preparation of NO-releasing nanomaterials, such as dendrimers, liposomes, metallic,
silica, and polymeric nanoparticles, zeolites and metal organic frameworks, is a promising strategy
for delivering NO in diverse applications, as discussed in this work.

Introduction

The endogenous found free radical nitric oxide (NO) is an important biologic mediator of several
physiologic and pathophysiologic processes [1]. It is synthesized by the action of nitric oxide
synthase (NOS), three NOS isoforms have been identified so far, which catalyze the oxidation of Z-
arginine to L-citrulline [2]. This ephemeral molecule play a key role in the cardiovascular system,
since NO is a vasodilator that control our blood pressure and a potent inhibitor of platelet adhesion
and aggregation [3]. Besides this vital role in the circulatory system, NO is also important in the
digestive, immunological, muscular, and nervous systems [4]. NO is considered a unique
biomolecule due to its chemical nature: small size, lack of charge, highly lipophilic, which makes
NO a diffusely molecule [5]. Indeed, NO has the ability to diffuse thought the cellular membranes,
without the action of membranes channels or receptors, and to directly interact with intracellular
targets [6). There are two classes of small NO donor molecules: S-nitrosothiols (RSNOs) [7] and
diazeniumdiolates (NONQates) [8]. The endogenous found RSNOs act as spontaneously NO donors
due to the homolytic S-N bound cleavage with free NO release (Eq 1) [9]:

2RSNO — RS-SR + 2NO m
RSNOs are the main NO carriers and donors in vivo and have several of NO-like activities, such as
the promotion of vasodilation and inhibition of platelet adhesion [10, 11]. Diazeniumdiolates
(NONOates) are commercially available NO donors that release 2 mols of NO per NONOate
molecule under physiological conditions [8].

Al rights reserved. No part of contents of this paper may be reproduced or transmitted in any form or by any means without the written permission of TTP,
www.ttp.net. (ID: 201.241.242.138-14/12/12,01:02:09)

177



62 Journal of Nano Research Vol. 20

Nitric Oxide-Releasing Nanomaterials

As NO is involved in diverse biochemical processes in humans, several pathologies have
been associated to dysfunctions in the endogenous NO production. Thus, there is a great interest in
the development of NO-releasing drugs and in matrices which are able to stabilize and release NO
locally in different tissues and organs where NO might have its therapeutic effects [12]. For
example, it has been reported that topical application of NO-releasing materials is responsible to
accelerate and to improve the wound healing processes [13]. In the recent years, the tendency is to
use the nanotechnology as valuable tool to create new strategies to controlled delivery NO in
biomedical applications [12, 14]. In this context, different NO-releasing nanomaterials have been
prepared and characterized, such as dendrimers, liposomes, metallic, silica, polymeric nanoparticles,
nanoporous solid materials, zeolites. Some of these materials have been used in biomedical
applications. A review of these nanomaterials is provided in Table 1, which outlines the categories
of NO-releasing materials.

It has been reported the preparation of polyamide dendrimers functionalized with RSNOs
groups, which are capable to store and release up to 2 pmol of NO [15]. Similarly, the exterior
surface of the dendritic scaffold can be functionalized with diazeniumdiolates to release NO [16].
Recently, RSNO-polyamidoamine dendrimers was used to reduce ischemia/reperfusion injury in an
isolated, perfused rat heart [17] due to NO release. The advantage of NO-releasing dendrimers
materials is that the exterior surface of the dendrimers can be functionalized to load and release high
amounts of NO [16, 18]. The disadvantage is the difficulty to carefully control the kinetic of NO
release, the laborious dendrimers synthesis that involves the addition of organic solvents).

Liposomes comprised by phosphatidylcholine, cholesterol, and lipids were used as vehicle to
delivery therapeutic amounts of NO [19]. It has been reported that cationic liposomes provide high
NO loading capacity (6 pL NO/mg lipids) into cells, with a burst of NO release in the first half hour,
followed by a slow NO release in the next hours. Moreover, light can be used as a useful tool to
control the NO release from diverse nanomaterials [20]. In this context, RSNO was encapsulated in
lipid vesicles with a diameter of 150 nm, and upon light stimulation, the rates of NO release from
the nanomaterial was ready increased. Another smart NO-releasing nanomaterial is a thermo-
sensitive phospholipid liposome, which is able to create a stable pH gradient in the
nanoenvironment entrapping the NO donor molecule for a sustained heat and acid activated NO
release [21]. The advantages of liposomes as NO-releasing nanomaterials is the high NO loading
capacity, as for the dendrimers, and biocompatibility, since liposomes have been used in several
dermatological applications as vehicle for different drugs.

Metallic nanoparticles are an important class of platform for NO-releasing nanomaterials due
to their small size (less than 10 nm), stability, and high surface area for chemical modification [22].
Moreover, these materials can release NO under irradiation acting as photoactive materials in
biomedical applications [23]. Metals such as gold, silver, iron, platinum can be used as platform for
loading NO donors. In this context, it has been reported the preparation of hydrosoluble platinum
nanoparticles decorated with NO-donor monolayer protected clusters [23]. Similar, water soluble
NO-releasing gold nanoparticles were prepared by covalently bound diazeniumdiolate to the gold
cluster [24]. Light can be used as a tool to control the NO release from photoactive gold
nanoclusters.

Silica nanoparticles represent another important class of NO-donors nanomaterials. NO-
releasing silica nanoparticles can be prepared by functionalization of silica scaffold with either
diazeniumdiolates [25] or S-nitrosothiols groups [26]. The vantages of using silica are the diversity
of the NO release kinetics, small and monodisperse nanoparticles size, low toxicity, high NO-
loading capacity, and ability to release NO upon irradiation [26, 27, 28, 29]. Moreover, NO-
releasing silica nanoparticles can be incorporated in biocompatible polymers films, leading to the
formation of coating material that was shown to the thrombo-resistant [29].
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Polymeric micro and nanoparticles comprised by different biofriendly and biodegradable polymers
have been extensively used as drug-carrier vehicles for pharmacological applications, including NO-
releasing materials. One of the most used polymers for preparing nanoparticles is poly-lactic-co-
glycolic acid (PLGA) [30, 31]. In fact, the NO donor diazeniumdiolate was incorporated in PLGA
microparticles. Besides PLGA, chitosan is another used biodegradable and biocompatible polymer
in biomedical applications [32]. The NO donor diazeniumdiolates was emploved to chemically
modify the primary amine groups of chitosan, leading to the formation of chitosan/NO adducts. The
great advantage of this material is the low toxicity, material degradability in vivo and lost cost
production.

Biocompatible, biodegradable and micoadhesive NO-releasing nanoparticles comprised by
alginate and chitosan was successfully prepared [33]. The NO donor, S-nitrosoglutathione (GSNO)
can be readily synthesized by the nitrosation of glutathione (GSH). The precursor of GSNO, GSH
was encapsulated into alginate/chitosan nanoparticles. The encapsulated GSH was nitrosated by the
addition of aqueous sodium nitrite at pH 4. yielding GSNO-containing alginate/chitosan
nanoparticles (Eq. 2).

GSH + HNO, = GSNO + H,;0 2)

The kinetics of NO release from free and encapsulated GSNQ were monitored for more than 20 h at
physiological temperature. It was observed that the incorporation of GSNO into alginate/chitosan
nanoparticles greatly reduced the rates of NO release, compared to free GSNO. These results show
that GSNO-containing nanoparticles can be used to controlled released NO to target sites where NO
might have therapeutic effects. Moreover, the cytotoxicity characterization of the nanoparticles
containing either GSH or GSNO showed that these materials were completely non cytotoxic to
cellular viability [33].

Finally, metal organic frameworks (MOFs) and zeolites have been showing to be a
promising NO-storage and release nanomaterials due to their architecture and chemical composition
[34]. Zeolites are framework with cages and rings comprised by aluminosilicate microporous
materials. The great advantage of this material is its high affinity for gascous NO, which allows the
storage up to 3.5 mmol of NO per gram of zeolites [35]. The NO release from zeolites is initiated
upon water content and it can be tailored to the desired rates and amounts of NO release by
changing the chemical structure of the zeolites [35, 36]. NO-releasing zeolites were shown to inhibit
platelet adhesion and aggregation of blood-contact surfaces, indicating that this material can be use
to prevent thromboses formation [36]. In addition, topical application of NO-releasing zeolites on
human subjects was responsible to increase dermal blood flow due to the diffusion of NO across the
skin [37]. Recently, it has been reported the antibacterial and bactericidal activities of NO-releasing
zeolites against Gram-negative and Gram-positive bacteria [38].

Similar to zeolites, MOFs, which are also known as porous coordination polymers, are
composed by a metal clusters connected three-dimensionally by organic linkers leading to the
formation of crystalline nanoporous materials [34, 39]. As for zeolites, by changing the chemical
composition of MFOs is it possible to control the rates of NO release and modulate it for a target
biomedical application. The disadvantage of both zeolites and MOFs is their potential toxicity in
vivo, since these materials contain transition metal 1ons [40].
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Table 1. Summary of different types of scaffold to release NO.

Type of NO-releasing Advantages Disadvantages References
nanomaterial
Dendrimers High NO loading capacity; Laborious [15-18]
functionalization of the synthesis that
exterior surface involves organic
solvents, contain
metals in their
structure, which
can lead to toxicity
in vivo.
Liposomes Biocompatibility Limited NO [19-21]
loading capacity
Metallic nanoparticles Small size stable Limited capacity [22-24]
nanoparticles, to store NO,
functionalization of the possible toxicity
exterior surface, possibility due to the
to release NO under presence of metals
irradiation
Silica nanoparticles Diversity on the kinetics of  Synthesis involves [25-29]
NO release, scaffold size, organic solvents
biocompatibility, ability to
release NO under
irradiation
Polymeric nanoparticles Biocompatibility, Expensive [30-33]
biodegradability materials
Zeolites Ability to tailored the NO  Possible toxicity in [34-38]
release profile by changing vivo
the scaffold structure, high
NO loading capacity,
stability
Metal organic Ability to tailored the NO  contain metals in [34, 39, 40]

frameworks release profile by changing their structure,
the scaffold structure, high  which can lead to
NO loading capacity, toxicity
stability
Conclusions

Table | summarizes the most important types of NO-releasing nanomaterials and highlights the
advantages and disadvantage of each scaffold. It is clear from the revised literature that
nanotechnology has been an important tool to the development of NO-releasing materials with great
potential to be use in biomedical applications. In this scenario, different approaches have been
designed to enable the use of this ephemeral free radical in pharmacological applications. Despite,
the advantages of each particular type of nanomaterial, Table 1, it must be noted that these materials
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are able to release NO over minutes and hours, most of them release NO with an initial burst. This
kinetic of NO release is useful for short-term applications. In contrast, long-term NO release profile
is required and is still a challenge for some medical applications, such as in cardiovascular
applications. Indeed, continuous NO release over days and months is desired for coating blood
compatible medical devices. This is still a major challenge to be overcome. The ideal NO-release
nanomaterial needs to load high amounts of NO, release NO by a controlled manner for longer
periods of time, be compatible, safe, easy to apply, economically feasible and easy to be scaled up.
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Abstract: Free radical nitric oxide (NO) has been known to interact with various physiological processes, such as wound repair processes
and control of vascular tone. However, NO is an unstable molecule and the development of NO delivery systems that enhance its stability
has also been studied. In this work, alginate/chitosan nanoparticles have been studied as a drug delivery system of the S-
nitrosoglutathione (GSNO) as NO donor. For this, glutathione, GSH, the GSNO pr or, was encapsulated in algi ‘chit

nanoparticles. The presence of GSNQ was confirmed by UV spectra at 336 nm. Alginate/chitosan nanoparticles with negative and posi-
tive surface charges were obtained by increasing the chi . The encapsulation efficiency (EE) relied on the nanoparticle zeta
potential, obtaining 0% of EE for positive particles. The NO release from GSNO showed that polymeric nanoparticles lead to the stabi-
lization of GSNO decomposition, at physiological temperature. Moreover, this system did not exhibit cytotoxicity for fibroblast V79 cells
up to the maximum concentration tested (18 pmolL™"). These results showed that alginate/chitosan nanoparticles are interesting particles

san

to encapsulate NO donors for biomedical applications where NO might have a therapeutic effect.

Keywords: Polymeric nanoparticles, alginate, chitosan, nitric oxide, glutathione, cytotoxicity, s-nitrosoglutathione.

INTRODUCTION

Nitric oxide (NO) is characterized as an endogenous free radi-
cal that exerts an important role in different physiological processes
(e.g. control of vasodilation, inhibition of platelet adhesion and
aggregation, immune responses, wound healing and cellular com-
munication) [1-5]. Exciting discoveries have demonstrated that NO
is a key antimicrobial, anticancer and antioxidant agent [6-8]. Ac-
tivity of NO in biological systems depends on its site, source of
production, and of its concentration. Therefore, the development of
NO delivery system for biomedical applications is very advanta-
geous for the treatment of different diseases, due to the advantages
of drugs encapsulated in nanostructures such as sustained release
and protection of the active agent from the environment, etc. [9,10].
In addition, many classes of NO donors have been synthesized and
used in biological systems [11]. In this context, the S-nitrosothiol
(RSNO) class, such as, S-nitrosoglutathione (GSNO), has been
highlighted. This NO donor is produced by nitrosation of glu-
tathione (GSH), a natural peptide [12-14]. However, due to the
thermal instability of RSNOs, these molecules need a vehicle to be
used in pharmacological applications [11]. Thus, RSNOs and other
NO donors have been administered in biopolymers or after func-
tionalization of polymers or nanoparticles [1,15-17]. The encapsula-
tion of drug in nanostructure is a significant subject in biomedical
applications because its ability to improve the drug stability and
solubility; further it also prolongs the drug release, and also de-
creases the toxic effect [18-20]. Different nanostructures are used as
drug delivery system such as, polymeric nanoparticles, solid lipid
nanoparticles, liposome, mesoporous organosilica, mesoporous
carbon, carbon nanotube, etc [21, 22]. In this way, polymeric
nanoparticles appear as interesting carrier systems for NO donors
[23]. The encapsulation of NO donors can protect them from
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degradation, direct them to specified targets and release NO over
prolonged periods, enhancing its activity with low concentration
[9,24].

Several papers have described the preparation of different scaf-
folds for NO-releasing nanomaterials, including zeolites, dendrim-
ers, metallic and polymeric nanoparticles for several biomedical
applications [17]. For example, the bactericidal effects of NO re-
lease from zeolite against Gram-negative and Gram-positive bacte-
rials have been reported [25]. Similar results were observed for NO
release from silane hydrogel containing chitosan against methicil-
lin-resistant staphylococcus, on bacterial abscesses in mice [26].
Marquele-Oliveira et al. [27] verified that NO donor (nitrosyl ru-
thenium complex) encapsulated in solid lipid nanoparticles was
protected until photochemical NO generation. Furthermore, the NO
release was a function of temperature and time [27]. The NO donor
has also been encapsulated in PLGA microparticles for the treat-
ment of female sexual arousal disorder and tested in vitro in vaginal
epithelial cells. The results showed that the microencapsulation
protected the NO donor from degradation the acidic vaginal envi-
ronment. Moreover, a sustained NO release was observed and an
improvement of NO penetration through vaginal epithelial cells was
also verified [28]. These examples show the advantages of NO
encapsulation in nanostructures.

Other interesting nanoparticles are based on natural polymers
such as alginate, chitosan, eudragit, etc. Alginate is a natural poly-
saccharide extracted from brown seaweed [29]. Due to its water
solubility, biodegradation under normal physiological conditions,
biocompatibility, and mucoadhesive characteristics, it has been
widely used in several biomedical applications [30]. Similarly,
chitosan, a polysaccharide obtained by deacetilation of chitin, is an
attractive material for several biomedical-related applications due to
its biocompatibility, biodegradability and antibacterial actions
[31,32]. Indeed, both alginate and chitosan are considered excellent
biopolymers for the preparation of micro and nanoparticles [30].
Thus, due to these characteristics (biocompatibility, biodegradabil-

© 2013 Bentham Science Publishers
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ity and mucoadhesive properties), in this work, these polymers
(alginate and chitosan) were chosen to prepare mucoadhesive
nanoparticles to encapsulate GSNO, In a preliminary communica-
tion in congress, it was observed that glutathione encapsulated in
mucoadhesive polymers was able to be nitrosated and then liberate
NO in a sustained way [33].

After GSH-encapsulated alginate/chitosan nanoparticles were
characterized they were nitrosated to form encapsulated GSNO.
The NO release from GSNO encapsulated in alginate/chitosan
nanoparticles was followed at 37°C and compared to free GSNO,
under the same conditions. Furthermore, a cytotoxic study was
carried out to evaluate the biomedical potential of this system.

MATERIALS AND METHODS
Materials

Chitosan (105 kDa / ~81% acetylation) was obtained from Po-
lymar, Ciéncia e Nutrigdo S/A, Fortaleza, CE, Brazil. HCl was from
Synth, Brazil. Alginate (~250 cps), glutathione (g-Glu—Cys—Glu,
GSH), sodium nitrite, 5'5-dithiobis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB),
acetic acid, and phosphate buffer saline (PBS), pH 7.4, were ob-
tained from Sigma, St. Louis, MO, USA and were used as received.
All aqueous solutions were prepared using analytical grade water
from a Millipore Milli-Q Gradient filtration system. Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM), fetal bovine serum, penicillin
and streptomycin were obtained from Nutricell, Campinas, SP,
Brazil. Methylthiazoltetrazolium and neutral red dye were also
obtained from Sigma.

Polymeric GSH Nanoparticles Synthesis

The ionic gelation method for alginate/chitosan nanoparticles
containing GSH was used (modified from ref. [34]). Briefly, chito-
san solution (1.33% in water) with GSH, (3.5-25 mg) was prepared.
This solution (0.5 or 1 mL) was dropped into an alginate solution
(50 pg mL™) at pH 4.0 under stirring, to obtain two different ratios
of alginate/chitosan solutions: 1.5 and 0.75.

Scanning Electron Microscopy (SEM)

Particles were characterized by scanning electron microscopy
(Jeol JISM-6360LV) at a voltage of 20 kV after prior coating with
gold/palladium under vacuum by sputtering using a BAL-TEC
apparatus. Secondary electron irnages were obtained.

Alginate/Chitosan Nanoparticles with and without GSH: Physi-
cal Characterization

The average size and size distribution of prepared nanoparticles
of 0.75 and 1.5 alginate/chitosan ratios with and without GSH were
measured by photon correlation spectroscopy (PCS) (Nano ZS
Zetasizer, Malvern Instruments Corp) at 25°C in polystyrene cu-
vettes, with a path length of 10 mm. The zeta potential was meas-
ured in capillary cells with path lengths of 10 mm, using the Nano
ZS Zetasizer. Measurements were performed with a solution of 0.1
ramol L™ sodium chloride.

Stability of the Alginate/Chitosan Nanoparticles

The physical stabilities of alginate/chitosan nanoparticles with
1.5 and 0.75 ratios, with GSH or without GSH, were analyzed by
PCS, as described previously. During 35 days, the dispersion was
kept at low temperature (4 °C) and followed the particle sizes and
surface charges.

GSH Encapsualtion Efficiency in Alginate/Chitosan Nanoparti-
cles

The GSH encapsulation efficiency was measured by the UV-
Vis method described in the literature [35]. Initially, no encapsu-
lated GSH was separated from polymeric nanoparticles by ultracen-
trifugation. For this, 500 uL of GSH encapsulated in polymeric
nanoparticles was filtered in a Microcon centrifugal filter device
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containing ultrafiltration membranes (MWCO 10,000, Millipore).
The amount of free GSH in the ultrafiltrates was measured by the
5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) reaction, based on the
absorbance at 412 nm (¢ = 14.15 mmolL " cm™) of the 2-nitro-5-
thiobenzoate anion, which is generated in the reaction of GSH with
DTNB [35]. A volume of 0.5 mL of ultrafiltrated GSH was added
to 0.5 mL of 12 mmolL" of DTNB in PBS buffer (pH 7.4), after 5
min of incubation the absorbance at 412 nm was measured in a UV-
VIS Agilent® 8453 spectrophotometer (SIGMA-D8130). The per-
centage of GSH encapsulation was determined by the described
equation:

(%) = (mass of GSH encapsulated/mass of GSH total} x 100

Influence of pH on Diameter and Zeta Potential of GSH-
containing Alginate/Chitosan Nanoparticles

The influence of pH from 4.00 to 10.0 on diameter and zeta
potential of GSH-containing alginate/chitosan nanoparticles was
determined with a MTP-2 Multi Purpose Titrator (Malvern®) cou-
pled to the Malvem®. Zeta Sizer.

Nitrosation of GSH/Alginate/Chitosan Nanoparticles

25 mg of GSH (400 pmolL™") encapsulated in 0.75 algi-
nate/chitosan nanoparticles ratio was nitrosated by 1:1 amounts of
sodium nitrite directly into a polymeric aqueous dispersion (pH
4.0). The final solution was mixed with a magnetic stirr for 40 min,
using an ice bath and protected from light. Formation of GSNO/
alginate/chitosan nanoparticles was characterized by the absorption
band of the S-NO group (336 nMyy, (€ = 940 molL " cm™), using a
UV-Vis spectrophotometer [35].

Similarly, free GSH (25 myg; 400 pmolL™) in aqueous acidified
solution (pH 4.0) was nitrosated by adding 1:1 amounts of sodium
nitrite, as described earlier, obtaining free GSNO in aqueous solu-
tion.

Kinetic Measurements of GSNO Decomposition with NO re-
lease from Encapsulated GSNO and Free GSNO at Physiologi-
cal Temperature

The kinetic curves of GSNO (400 umolL ') decomposition with
NO release were monitored at 336 nm for either free GSNO (aque-
ous solution) or encapsulated one in alginate/chitosan nanoparticles
(ratio 0.75). Kinetic data were taken at this wavelength at 30 min
intervals at 37 °C for 21 h. The amount of NO released from free
and encapsulated GSNO was calculated directly from the amount of
GSNO decomposition, as previously described [36]. Each point of
the kinetic curves represents the average of three independent ex-
periments, with the error bars expressed by the standard emror of the
mean. NO release rates from GSNO decomposition were obtained
by linear regression of the slopes of the curves.

Mathematical Modeling of the Release Experiments

The results of drugs release profiles from nanoparticles can
allow important details about the release mechanism of active com-
pound engaged. A new mathematical model has been proposed and
this favors the understanding of the phenomena involved in drug
delivery and adjustment of data with greater accuracy [37]. Kors-
meyer-Peppas model (Eq. 1), a semi-empirical model, was applied
to the GSNO release curves in order to identify the type of mecha-
nism involved [38].

M(t)Moo=kt" Eq.1

With, Mt represented amount of GSNO releases at time t, Mo
total amount of GSNO releases at time t, K is a constant that con-
siders structural and geometrical aspects of the system, and the
value of the exponent (n) is used to characterize the release mecha-
nism. The release exponent (n), according to Korsmeyer—Peppas,
can be characterized by three different mechanisms (Fickian,
anomalous, or Type I transport), when n < 0.43 the release is di-
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rected by classical Fickian diffusion, n > 0.85 governed by Type 11
transport, involving polymer swelling and relaxation of the polym-
eric matrix and n between 0.43 and 0.85 shows anomalous transport
kinetics, with a combination of the two diffusion mechanisms and
Type I transport [39].

Cytotoxicity of Free and Encapsulated GSNO in Nanoparticles

The cytotoxicities of GSNO, both free and encapsulated in 0.75
alginate/chitosan nanoparticles ratio, were measured in a Chinese
hamster lung fibroblast cell line (V79) culture [40]. V79 fibroblasts
were grown as monolayers in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM) supplemented with 10% fetal bovine serum, 100 1U of
penicillin/ml and 100 Ag of streptomycin/ml in a humidified incu-
bator with 5% COj in air at 37 °C. The cells were plated in 96-well
plates (density of 3 x10* celis/ml). Forty-cight hours after this proc-
ess, semiconfluent cultures were exposed to free and encapsulated
GSNO (0-18 pmolL" concentration). The compounds were studies
after exposing the cells for 24 h to the test medium with or without
control. In three experiments, each concentration was tested in six
replicates. After incubation time the MTT and neutral red uptake
assay were evaluated.

Endpoint Tests for Cytotoxicity
Neutral red Uptake

The neutral red uptake was measured by the method of Bore-
freund and Puerner (1984) [41]. Briefly, cells were washed once
with PBS after removal of the culture medium. After 4 h of incuba-
tion with serum-free medium containing neutral red (50 umolL™),
the cells were washed in PBS, followed by the addition of 0.1 ml of
a solution of 1% acetic acid and ethanol (50%) to each well to fix
the cells and to remove the neutral red from the solution. The plates
were shaken gently for 20 min on a plate shaker, and the absor-
bance of the solution was read at 540 nm (VersaMaxk, Tunable
Microplate Reader, Molecular Devices, Co., Sunnyvale, CA, USA).

Methylthiazoletetrazolium (MTT) Reduction

The MTT reduction assay was performed as described by
Denizot and Lang [42]. Briefly, cells were washed once with PBS
before adding 0.1 ml of serum-free medium containing 0.05% of
MTT salt to each well. After incubation for 5 h, the culture medium
was removed, and 0.1 ml of ethanol was added to each well to solu-
bilize the formazan formed. The plates were shaken gently for 10
min and the absorbance was measured at 570 nm (VersaMaxk,
Tunable Microplate Reader).

RESULTS AND DISCUSSION
GSH/alginate/Chitosan Nanoparticles Preparation
Nanoparticles of 1.5 Alginate/Chitosan Ratio

Preparation of 1.5 alginate/chitosan ratios with GSH and with-
out GSH, gave an average diameters of 212 and 217 nm, respec-
tively (Table 1). The zeta potential was negative and the valie did
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not change significantly with GSH encapsulation (Table I). This
negative value can be explained by considering the higher concen-
tration of alginate compared with chitosan. Table 1 shows that both
average diameters and the surface charges of the nanoparticles were
not significantly changed upon encapsulation of GSH into the po-
lymeric nanoparticles. However, efficiency of encapsulation of
GSH into 1.5 alginate/chitosan ratio was only 1.0% (Table I).

Nanoparticles of Alginate/Chitosan 0.75 Ratio

Preparation of 0.75 alginate/chitosan nanoparticles ratio with
and without GSH gave particles sizes of around 361 and 301 nm,
respectively, and positive surface charges values of +27 (with GSH)
and + 22 mV (without GSH) (Table 1). The positive potential indi-
cates the presence of chitosan on the particle surfaces. This altera-
tion improved the encapsulation efficiency to 80% showing to be
better particles for GSH encapsulation than the particles prepared
with the 1.5 alginate/chitosan ratio.

Scanning Electron Microscopy (SEM)

Fig. (1) shows the scanning electronic microscopy (SEM) of the
0.75 alginate/chitosan nanoparticles ratio with GSH. The non
spherical particle shapes were observed which might be due to the
dry process for the SEM analysis.

Physical Stability of Alginate/Chitosan Nanoparticles

Fig. (2) shows the variation of nanoparticle average sizes and
PdI for nanoparticles of alginate/chitosan at 1.5 and at 0.75 ratios
without GSH for 35 days at 4 °C. The positively charged particles
exhibit higher stability than the negatively charged particles, as
shown in Fig. (2). After 35 days, the diameter of the negatively
charged particles increased by 51% while the positive particle di-
ameter increased by only 16% (n = 3) confirming that positive
nanoparticles are better carriers than the negative nanoparticles.

Influence of pH on Diameter and Zeta Potential of Algi-
nate/Chitosan Nanoparticles

In term of stability alginate/chitosan/GSH nanoparticles at dif-
ferent pHs was studied. Fig. (3A) shows the dependence of both
particle size and zeta potential of alginate/chitosan/GSH nanoparti-
cle (0.75 alginate:chitosan ratio) with pH. It can be observed that
the increase of the pH (from 5 to 10) caused particles aggregation
(particle sizes increased 300%). Furthermore, the zeta potential
changed from positive (+ 17 mV) to negative (-33 mV) values by
increasing the pH (Fig. 3A). However, for alginate/chitosan
nanoparticles with GSH (ratio of alginate:chitosan 1.5) a smaller
increase in particle size (163%) was observed with the increase in
the pH, and the zeta potential decreased from -3 mV to -10 mV
(Fig. 3B). In both cases, particle agglomeration was observed when
the solution pH was similar to the chitosan pKa (~ 6.5). These re-
sults demonstrate that the surface properties of nanoparticles are
predominantly governed by chitosan contend.

Table 1. Zeta potential (surface charge), Particles sizes, and Encapsulation Efficiency of alginate/chitosan nanoparticles in three
different ratios with and without GSH
T _ GSH(mP) | ZetaPotentinl | Particlessizes | Pl Encapsulation effi-
Alginate/Chitosan ratios : I : : e %
(mV) (nm) . (polidispersity index) ney (%)
0.750 0.0 +22 300.8 0.316 -
0.750 50 +27 361.4 0.330 R0
1.500 0.0 -20 217.0 0413 -
1.500 35 -23 2116 0.400 1
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Fig. (3). Influence of pH on particle size (-®-) and on zeta potential (-0-) of alginate/chitosan/GSH nanoparticles. Alginate:chitosan ratio of: A) 1.5 and B)

0.75

Nitrosation of Alginate/Chitosan/GSH Nanoparticles

Fig. (4) shows the ultraviolet spectra of alginate/chitosan
nanoparticles containing GSH before and after nitrosation. In this
figure, the band characteristic of GSNO at 336 nm can be observed
after the reaction with sodium nitrite and the absence of this band
before the reaction. This results shows that encapsulated GSH is
readily nitosated to GSNO inside the alginate/chitosan nanoparti-

cles. Therefore, GSNO can be prepared from alginate/chitosan/GSH
suspension by nitrosation of GSH in the nanoparticles.

Kinetics of NO Release from Free GSNO and GSNO Encapsu-
lated in Polymeric Nanoparticles

In Fig. (5), it is possible to see the kinetic curves of NO release
for free GSNO and encapsulated GSNO (0.75 alginate/chitosan/
GSNO nanoparticles ratio) for 21 h at 37° at pH 4.0. NO is sponta-
neously released from free and encapsulated GSNO through ther-
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nanoparticles ratio.

mally S-N bond cleavage (hemolytic), with the concomitant forma-
tion of oxidized glutathione, according to Equation 2 [36]:

2 GSNO — GS-8G +2 NO (2)

The release of GSNO from alginate/chitosan nanoparticles de-
pends on various mechanisms, such as desorption, diffusion, parti-
cle erosion or the combination of these factors including desorption
from the surface, diffusion through the pores or wall and disintegra-
tion, dissolution or erosion of the hydropolymeric structure [43-45].
1t can be observed that the rate of NO release is greatly reduced for
encapsulated GSNO (curve b) compared with free GSNO (curve a).
Indeed, the rates of NO release were found to be 12.5 + 0.11 and
0.46 + 0.07 pmol L™ h™! for free and encapsulated GSNO, respec-
tively. This data clearly indicated that the alginate/chitosan/GSNO
nanoparticles can decrease 27-fold the rates of NO release from
GSNO at 37°C. Moreover, after 21 h at 37°C, 62% of NO was re-
leased from free GSNO, in contrast, only 3% of NO was released
from encapsulated GSNO.

The release profile data were treated using the Korsmeyer-
Peppas model (Fig. 6) in order to obtain the values of the release
constant (K) and the exponent (n) (Table 2) and identification of
drug release mechanisms from nanostructured systems [38,43]. The
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lated in 0.75 alginate/chitosan

value of n was 0.35, indicating that the release mechanism involved
a classical Fickian diffusion. The value of K was 1.306 min™' and
the fitting observed was 0.9046.

These results show that the encapsulation of the NO donor into
nanoparticles can be used to control NO release for longer dura-
tions, by greatly decreasing the rates of thermal GSNO decomposi-
tion with consequent NO release. This fact can be explained due to
the low diffusion rates of the encapsulated GSNO nanoparticles to
the aqueous solution.

1t must be noted that the biological actions of NO depend on the
flux of NO released. Lower NO concentrations, in the range of
nano-micro molar are required for the therapeutic effects of NO,
such as the increasing of blood flow and promotion of wound heal-
ing [4,17], whereas, higher amounts of NO released have bacterial,
viricidal, leishmanicidal and tumoricidal activities [17.46]. The
amount of GSNO encapsulated into alginate/chitosan nanoparticles
can be adjusted to the desired biomedical application. A kinetic
profile of NO release, as shown in Fig. (5b), can be used for bio-
logical applications (wound healing or platelet adhesion and aggre-
gation inhibition). In both cases, micro molar amounts of NO are
required to be released for long periods of time [17].
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Fig. (6). Results obtained using the Korsmeyer-Peppas mathematical model applied to GSNO encapsulated in alginate/chitosan nanoparticle.

Table2. Values of the release constant (K), exponent (n) and correlation coefficient (r), for the GSNO encapsulated in algi-
nate/chitosan nanoparticles.
Sample K(min) n r
GSNO psulated in al /chitosan nanoparticles 1.306 0.3508 0.9046

Cytotoxicity Study

Free GSNO did not show cytotoxicity to fibroblast V79 cells in
the Neutral red assay (lysosomal) and was slightly cytotoxic in the
MTT assay (mitochondrial) (20% at around 16 pmolL", as is ob-
served in Fig. (7). Similarly, it was reported that GSNO decreased
neutrophil viability as followed by a fluorescent viability/cyto-
toxicity assay. In this case a time and concentration-dependent
manner was observed [47].

None of alginate/chitosan nanoparticles exhibited cytotoxicity
to fibroblast V79 cells (up to 18 pmolL’ concentration). This
means that the slight cytotoxicity observed for free GSNO was
completely eliminated by its incorporation in alginate/chitosan
nanoparticles (Fig. 7). Similar results were reported by Hetrick et
al, (2008) [48], in which NO-releasing silica nanoparticles were
found to be nontoxic to mammalian fibroblast cells, at concentra-

tions able to kill bacteria, while the free NO donor exhibited a sig-
nificant toxicity to fibroblast cells.

CONCLUSION

GSH encapsulated into biodegradable alginate/chitosan
nanoparticles can be readily nitrosated leading to the formation of
GSNO in the nanoparticles. The rates of NO release from GSNO
are greatly reduced due to GSNO encapsulation into biodegradable
and non-toxic nanoparticles. Furthermore, the GSNO encapsulation
decreased the cytotoxic effect of GSNO in fibroblast V79 cells.
Thus, the better stability of encapsulated GSNO compared to free
GSNO and the absence of cytotoxicity of alginate/chitosan/GSNO
nanoparticles enables the use this new NO-nanocarrier in pharma-
ceutical applications, or other uses where the NO effects are re-
quired, without severe side effects.
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