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RESUMO

SANSON MAS. Avaliacdo do perfil citotéxico e potencial anti-inflamatério de
nanoparticulas de ouro. [Dissertacdo de Mestrado em Clinica Integrada]. Ponta
Grossa: Universidade Estadual de Ponta Grossa, 2016.

Compostos de ouro ja apresentam propriedades anti-inflamatdérias estabelecidas pela
literatura, além de importante potencial antioxidante. A utilizagcdo do ouro na forma
nanoparticulada € uma aposta promissora para o0 tratamento de condicbes
inflamatorias, como a doenca periodontal, pelo seu mecanismo de acdo. Apesar da
biocompatibilidade estabelecida do ouro, é importante atentar-se para a possibilidade
de efeito téxico do ouro na forma nanoparticulada, devido a sua maior facilidade de
penetrar nos tecidos e atravessar membranas, em resposta principalmente ao seu
tamanho e concentracdo de ouro presente. O objetivo deste estudo foi a
caracterizacdo das nanoparticulas de ouro (AuNPs) de 10, 20 e 30 nm utilizadas no
trabalho, bem como testar seu efeito topico em modelos de inflamag&o aguda local in
vivo (edema de orelha induzido por TPA e edema de pata induzido por LPS) e verificar
sua citotoxicidade em cultura de fibroblastos (3T3) e macrdéfagos (RAW 264.7)
murinos apos 12, 24 e 48h pelos ensaios de MTT, VN e teste de exclusdo do azul de
tripan. Para a caracterizacao das AuNPs foram realizados os testes de espectroscopia
no ultravioleta-visivel (Uv-Vis), difratometria de raios-x, absorbancia atbmica, potencial
zeta e microscopia eletrénica de varredura por canhdo de emissdo de campo elétrico
(FEG). Os resultados dos testes de -caracterizacdo demonstraram que as
nanoparticulas apresentavam-se estaveis e realmente com os diametros de 10, 20 e
30 nm, como proposto pelo método de sintese, estando adequadas para a utilizacao
nos testes subsequentes. No modelo de edema de orelha induzido por TPA as
formulac6es de AuNPs em creme a 0,1% reduziu a formacéo do edema em 47,76%,
enguanto a formulacdo em creme a 0,06% reduziu o edema em 33,72% apos 6h. Apds
24h todas as formulacdes testadas apresentaram reducédo da formacédo do edema,
apresentando resultados sem diferenca estatistica em comparacéo ao grupo tratado
com a dexametasona. No modelo de edema de pata induzido por LPS a formulacéo
de AuNPs em creme a 0,1% foi capaz de reduzir a formacdo do edema em 84,46% e
a formulacdo em creme a 0,6% reduziu em 86,57%, também sem apresentar diferenca
estatistica em comparacao ao grupo tratado com dexametasona. Quanto aos testes
de viabilidade celular, os métodos do MTT e VN ndo foram capazes de obter
resultados confiaveis, porém o teste de exclusdo do azul de tripan indicou auséncia
de citotoxicidade das AUNPs em 12h nas culturas de fibroblastos e macréfagos. Apos
24h de incubacao, a maior concentracao (35 mg/L) das dispersdes de AuNPs nos 3
diametros testados reduziu a viabilidade de macrofagos, e os fibroblastos obtiveram
seus valores de viabilidade celular diminuidos pela maioria das dispersdes de AUNPs
testadas. Apds 48h de incubacéo, todas as concentracdes e diametros testados das
dispersdes de AuNPs foram capazes de diminuir drasticamente as porcentagens de
viabilidade celular tanto em fibroblastos quanto em macro6fagos.

Palavras-chave: nanoparticulas, inflamacao, toxicidade.



ABSTRACT

SANSON MAS. Cytotoxic profile and anti-inflammatory potential evaluation of
gold nanoparticles. [Dissertacdo de Mestrado em Clinica Integrada]. Ponta Grossa:
Universidade Estadual de Ponta Grossa, 2016.

Gold compounds already demonstrated anti-inflammatory properties in previous
studies, in addition to important antioxidant potential. The use of gold in nanoparticle
form is promising for the treatment of inflammatory conditions such as periodontal
disease, especially for its mechanism of action. Although the established gold
biocompatibility, it is important to pay attention to the possible toxic effect of gold on
nanoparticulate form, for its ease of penetration through the tissues and membranes,
mainly in response to its size and gold concentration. The study purpose was the
physical characterization of gold nanoparticles (AuNPs) of 10, 20 and 30 nm used in
the experiments, in addition to test their topical effect in models of acute inflammation
in vivo (ear edema TPA-induced and paw edema LPS-induced) and verify its
cytotoxicity in fibroblasts and macrophages mice cell cultures after 12, 24 e 48 hours
by MTT and Neutral Red assay and exclusion of trypan blue test. To characterize the
AuNPs were performed the ultraviolet-visible spectroscopy, x-ray diffraction, atomic
absorbance, zeta potential and Field Emission Gun Scanning Electron Microscopy
(FEG). The characterization tests results shown that the nanoparticles are stable and
truly presented the diameters of 10, 20 and 30 nm, as proposed by synthesis method,
and so are suitable for use in subsequent experiments. In the ear edema TPA-induced
model AuNPs cream formulation at 0.1% reduced edema formation at 47.76%, while
the cream formulation at 0.06% reduced 33.72% of edema after 6 hours. After 24 hours
all formulations tested showed a reduction of edema formation, presenting results with
no statistical difference compared to the group treated with dexamethasone. In LPS-
induced paw edema model the AuNPs cream formulation at 0.1% was able to reduce
edema formation in 84.46% and cream formulation at 0.6% decreased 86.57%, also
without showing statistical difference compared to the group treated with
dexamethasone. In viability tests, the MTT and Neutral Red methods were not able to
obtain reliable results, but exclusion trypan blue test indicated no cytotoxicity of AUNPs
after 12h in fibroblasts and macrophages cell cultures. After 24h incubation, the
dispersions of AUNPs in 3 diameters at the highest concentration (35 mg/L) reduced
the macrophages viability and fibroblast viability decreased with most of the tested
AuNPs dispersions. After 48h all tested AuNPs dispersions concentrations and
diameters were able to reduce the percentages of fibroblasts and macrophages cell
viability.

Keywords: nanopatrticles, inflammation, totoxicity.
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1. INTRODUCAO

A periodontite é uma doenca infecciosa bacteriana com caracteristica
inflamatoria crénica que pode se limitar a inflamacéo dos tecidos moles periodontais
como a gengiva marginal livre, que quando ndo tratada pode progredir para a
destruicdo das estruturas de suporte do dente, incluindo ligamento periodontal, 0sso
alveolar e tecido gengival (Kinane e Bartold® 2007, Genco e Borgnakke? 2013,

Carranza et al.32012).

Apesar de sua etiologia apresentar um perfil multifatorial, a presenca do
biofiime bacteriano na superficie dental é essencial. Porém sua progressdo e
severidade ir4 depender da presenca de outros fares de risco associados, bem como
da relacdo entre os microrganismos e a resposta imune do hospedeiro (Kinane e
Bartold* 2007).

A destruicdo tecidual e Ossea caracteristica da patogénese da doenca
periodontal é provocada pela propria reacao inflamatdria dos tecidos periodontais em
resposta a presenca prolongada do biofilme bacteriano (Caton e Ryan* 2011,
Pihlstrom et al.® 2005). Sendo assim, o desenvolvimento de compostos e
medicamentos que busguem minimizar a resposta inflamatéria do hospedeiro séo
importantes no controle da progressdo da doenca e da consequente destruicao

tecidual.

A aplicacdo da nanotecnologia na area da saude possibilitou o desenvolvimento
de diferentes tecnologias moleculares e dispositivos que podem interagir com o corpo
a nivel celular, sub-celular ou molecular, podendo contribuir no diagnéstico e
tratamento de diversas doencas (Zupancic et al. 2015). O emprego de tecnologias na
escala nanométrica permite a utilizagdo de nanoparticulas para diagnostico, marcacéo
e destruicdo de células cancerigenas e carreamento de biomoléculas para dentro das

células (Sperling et al.” 2008).

Entre o0s compostos desenvolvidos pela nanotecnologia estdo as
nanoparticulas de ouro (AuNPs). As AuNPs ja apresentam diversas aplicacdes
biolégicas para diagnoéstico e tratamento visando agdes preventivas e terapéuticas na

manutencao e recuperacao do estado de saude. A literatura indica suas propriedades
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anti-inflamatoérias e antioxidantes como justificativa da possibilidade do emprego
dessas AuNPs no tratamento de doencas inflamatérias (Jeon et al.2 2003, Ma et al.®
2010, Sumbayev et al.1°2013). Porém, ainda ndo foram conduzidos estudos a respeito
da aplicacdo de AuNPs especificamente no tratamento da doenca periodontal. Assim,
0 presente estudo buscou caracterizar AuNPs de diversos diametros apds seu
processo de sintese e testa-las quanto a sua biocompatibilidade e potencial anti-
inflamatério em modelos in vivo de inflamacg&o aguda em camundongo e em modelos
in vitro de cultura de células, a fim de aplica-las posteriormente para estudos acerca
do tratamento especifico de condi¢cdes inflamatérias bucais, como as doencas
periodontais.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Etiologia da doenca periodontal

A doenca periodontal apresenta um perfil multifatorial, porém a presenca do
biofilme na juncédo dentogengival apresenta-se como fator desencadeador de sua
patogénese. Sua progressao geralmente é lenta, porém a severidade e velocidade de
progressdo que a doenca ira assumir dependera da relagcado entre microrganismos e
0os mecanismos de defesas do hospedeiro (Kinane e Bartold* 2007), que podem
assumir diferentes posturas em resposta ao tempo de duracdo da resposta
inflamatdria e a presenca de outros fatores de risco modificadores associados. Entre
esses fatores estao o tabagismo, diabetes mellitus, obesidade, osteoporose, estresse

e fatores genéticos (Genco e Borgnakke? 2013).

Y

Assim como outras doencas cronicas, devido a complexidade de sua
etiopatogenia torna-se dificil precisar um Unico agente causal. Seria mais correto citar
um conjunto de causas que desencadeiam a doenca, conhecidos como causa
suficiente. A primeira causa suficiente que foi estabelecida para a doenca periodontal
inclui: tabagismo, atraso na apoptose dos neutrdfilos, producdo de IL-1, presenca de
biofilme dentario, um dente e um defeito em um gene néo especificado (Carranza et
al.22012).

Apesar da presencga do biofilme bacteriano na superficie dental ser a causa
priméria da doenca, muitos estudos revelam que é a resposta imune do paciente a
responsavel pela destruicdo dos tecidos de suporte do dente (Caton e Ryan*2011).
Dentre os fatores que podem modificar o risco ao desenvolvimento da periodontite
estdo o diabetes, gravidez e tabagismo. Tais fatores podem ter efeitos sobre a
resposta fisiologica do organismo, o sistema vascular, a resposta inflamatoria, o
sistema imune e 0 processo de reparo tecidual. Isso demonstra o potencial dessas
condi¢des na determinacdo da susceptibilidade a doenca, da microbiota do biofilme,
na apresentacdo clinica e progressdo da doenca periodontal e na resposta ao
tratamento (Lindhe et al.'! 2010).
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Doengas e condigdes sistémicas que podem alterar o mecanismo de defesa do
hospedeiro diante de uma resposta imune no tecido periodontal podem modificar o
risco do individuo de desenvolver a doenca periodontal. Pacientes que apresentam
condicbes sistémicas debilitantes e concomitantemente habitos ineficientes de higiene
bucal e remoc¢é&o de biofilme sdo mais propensos a destruicdo periodontal grave e
extensa. Tal relacdo sinérgica dificulta o tratamento clinico efetivo do paciente com
técnicas convencionais sem que haja o controle prévio da condicdo sistémica
(Carranza et al.2 2012).

2.2. Resposta imune do tecido periodontal ao biofilme

2.2.1. Receptores tipo-Toll

Na doenca periodontal o sistema imune € ativado por diversas vias. A resposta
imune inata € a primeira linha de defesa do hospedeiro contra infeccdo. Ela se
desenvolve através de receptores tipo-toll (TLRs, do inglés Toll-like Receptor). Os
TLRs séo receptores capazes de reconhecer padrbes moleculares associados a
patégenos (PAMPS), que constituem padrdes estruturais que sédo compartilhados por
diferentes grupos de espécies bacterianas, inclusive periodontopatéogenos. Os TLRs
sdo expressos principalmente em neutréfilos, macréfagos, células dendriticas e
linfécitos, sendo que particularmente na estrutura periodontal eles estao presentes em
células do epitélio gengival, fibroblastos gengivais, células endoteliais, osteoblastos,
osteoclastos, cementoblastos e fibroblastos do ligamento periodontal a fim de
desempenhar diferentes fungdes (quadro 1) (Hans e Hans'?2011). Até o momento,
onze diferentes tipos de TLRs ja foram identificados em mamiferos (Akira e Takeda'?
2004), sendo cada um estimulado por ligantes especificos.

Quadro 1. Expressao de TLRs nos tecidos periodontais

(continua)

Célula Periodontal Receptor tipo-toll Funcao
Células epiteliais gengivais | TLR 2, 3,4,5,6,9 Aumento na atragdo e migracdo de
leucécitos contra os antigenos para o limen
da bolsa periodontal, além de induzir a
producdo de interleutina-8 (IL-8) e
metaloproteinases de matriz (MMPs)
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Quadro 1. Expressao de TLRs nos tecidos periodontais

(concluséo)

Célula Periodontal Receptor tipo-toll Funcéo
Fibroblastos gengivais TLR 2,4,9 Aumenta a producdo de
diversas citocinas pré-
inflamatérias
Células endoteliais TLR1,3,4,5 Producdo de citocinas e

quimiocinas e migracao de
células do sistema imune
através do sulco gengival.

Osteoblastos TLR 1,4,5,6,9 Eleva a produgdo de citocinas
pro-inflamatérias como  IL-8,
fator de necrose tumoral a
(TNF-a) e mediadores
biolégicos responsaveis pela
reabsorcdo 6ssea. Aumento da
expressdo de ligante do
receptor de ativacdo do fator
nuclear kappa B (RANKL)

Osteoclastos TLR 2,4 Elevacdo da sobrevivéncia de
osteoblastos e eleva as
atividades osteoclasticas.

Cementoblastos TLR 2,4 Diminui a expressdo de RANKL
Fibroblastos do ligamento | TLR 2, 4 Aumento na producdo de
periodontal citocinas pré-inflamatdrias,

liberacdo de proteases

causando destruicdo direta dos
tecidos adjacentes

Fonte: Adaptado de Hans e Hans? (2011).

Os TLRs, juntamente com os receptores de interleucina-1 (IL-1Rs) constituem
uma superfamilia de receptores. Eles apresentam em comum seu dominio
citoplasmatico TIR (Toll-IL-1 receptor), porém seus dominios extracelulares diferem,
onde os TLRs apresentam um motivo de repeticéo rico em leucina e os IL-1Rs contém
trés dominios do tipo imunoglobulina (Akira e Takeda'® 2004).

O periodonto é um ambiente Unico no corpo, pois 0S microrganismos orais
estdo sempre presentes ativando de forma constate o sistema imune do hospedeiro.
Os TLRs presentes nas células epiteliais gengivais sdo constantemente estimulados,
tendo um papel importante na manutengéo da saude bucal através da producéo de 3-
defensinas e IL-8 para o recrutamento de neutréfilos. Quando a barreira epitelial é
rompida ocorre uma invasao bacteriana no tecido conjuntivo adjacente, levando a
ativacdo dos TLRs presentes em outras células residentes e néo residentes do
periodonto. Porém, uma liberacdo exagerada de citocinas pro-inflamatérias e outros
mediadores biologicos realizando uma estimulagéo crénica dos TLRs pode levar a

destruicdo tecidual (Hans e Hans'?2011).
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Os TLRs interagem com os PAMPs através de seu dominio extracelular C-
terminal rico em leucinas repetidas. Apds a interagdo com seu ligante especifico
ocorre o recrutamento intracelular de moléculas adaptadoras com dominio N-terminal
TIR, como o MyD88, TIRAP, TRIF e TRAM. Em seguida serdo recrutadas proteinas
da familia IRAK e TRAF para o complexo receptor gerando a ativacdo de diferentes
enzimas, culminando na ativagéo dos fatores de transcricdo IRF3, IRF5 e IRF7, NF-
kB e AP-1, que constituem mecanismos essenciais para a indugéo da resposta imune
inata e adaptativa (Akira e Takeda'® 2004, Ferreiral4 2012).

Dentre os PAMPs reconhecidos por TLRs, esta uma das moléculas mais
importantes na patogénese da doenca periodontal, o lipopolissacarideo (LPS). Ele
estd presente na membrana celular de diferentes espécies bacterianas gram-
negativas. O LPS é reconhecido como ligante do receptor tipo Toll 4 (TLR-4), levando
a ativacao final do NF-«B por duas diferentes vias de sinalizacao (Figura 1). Uma via
funciona de maneira dependente de uma molécula adaptadora, o fator de
diferenciacéo mieldide 88 (MyD88), e a outra via de maneira independente de MyD88,
porém necessitando de outras duas moléculas adaptadoras como o adaptador
contendo dominio TIR indutor de interferon B (TRIF) e TRAM (Ma et al.® 2010, Akira e
Takeda®® 2004, Ferreira'#2012).

: P ——
= | QO
Fase inicisl do NF-«8 \ Fase tardia
l /co NF-«B

] IFN-B, produtos gené-
ticos induzidos pelo IFN

% Citocinas inflamatorias

Resposta dependents do My D88 Rezposts independents
do MyD&8

Figura 1. Sinalizacdo do TLR-4: Via independente e via dependente de MyD-88. Adaptado de Akira e
Takedal® (2004).
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O NF-kB é um fator de transcricdo importante ndo apenas na inflamacéao, mas
para diversos mecanismos como ativacdo de linfécitos e sobrevivéncia celular. Ele
pode ser ativado por citocinas, por reconhecimento de antigenos e por estimulacéo
via TLR (como ocorre com o LPS bacteriano). O NF-kB encontra-se em sua forma
citoplasmatica em complexo com outras proteinas que representam subunidades
inibitérias do kB (IkBs), as quais desempenham um papel importante no controle da
atividade do NF-kB. Apds a célula ser estimulada pela ligacdo de citocinas ou
reconhecimento de antigenos ocorre o direcionamento da IkB-a para degradacéo por
enzimas |kB-quinases num processo de fosforilagdo, ubiquitinacdo e degradacéo
proteossdmica. Esse processo expde a sequéncia sinal de localizagao nuclear do NF-
kB permitindo a migragdo desse fator para o nucleo induzindo a expressao de genes
determinados, desencadeando a transcricdo de RNAm para producao de diferentes

mediadores inflamatorios pela célula (Abbas et al.'®> 2012, Baeuerle e Henkel'® 1994).

Sinais inflamatorios

Citocinas pro-inflamatorias
Ativacdo da proteina quinase C

Virus
Oxidantes I

Proteinas inflamatdrias
------------ Receptores i

Quimiocinas

Moléculzs de ades3o

Interleucine-1 Enzimas

Membrana celular &a\ .g .

o 1 Ciclo de amplificacdo

Citocinas

Citoplasma

Nucleo
Gene inflamatdrio

Figura 2. Representacéo do papel do NF-kB como um regulador inflamatério. Adaptado de Barnes e
Karin'? (1997).
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2.2.2. Linfécitos T

Na mobilizacdo de mecanismos da resposta imune adaptativa na doenca
periodontal, patdgenos ativam células apresentadores de antigenos, como as células
dendriticas. ApGs sua ativagéo, as células dendriticas maduras expressam moléculas
co-estimulatorias e produzem diferentes padrdes de citocinas que irdo determinar a
subsequente polarizacao de linfécitos antigeno-especificos, estimulando a migracéo
seletiva de subtipos de linfécitos T auxiliares CD4*. Entre os seus subtipos estéo as
células Thl, Th2, Thl7 e Tregs (linfécitos T reguladores). Geralmente, respostas
imunologicas mediadas por células Thl séo caracteristicamente celulares e pro-
inflamatorias, enquanto respostas mediada por células Th2 estdo associadas com a

imunidade humoral e propriedades anti-inflamatérias (Garlet et al.*® 2010).

O INF-Y é uma citocina caracteristica de respostas com perfil Thl, sendo
considerada a principal citocina de ativacdo de fagoécitos (Garlet et al.'® 2010). A
expressao de IFN-Y resulta do aumento dos niveis de TNF-a e IL-1B (e consequente
aumento de RANKL), além de estimular a formacé&o de osteoclastos e ser responsavel
pela quimiotaxia de células RANKL* (Gao et al.1® 2007, Garlet et al.?° 2008). Ela esta
associada a formas progressivas e de maior severidade de periodontite (Dutzan et
al.?1 2009, Garlet et al.?22003).

Os linfécitos Th17 sdo um subtipo de células T CD4*, estando envolvidos em
diferentes condicdes inflamatérias e autoimunes (Dong?® 2008). Células Thl7
participam de mecanismos de destruicdo 0ssea através da producdo de IL-17, que
age como indutor da producdo de RANKL (Sato et al.?*2006). A habilidade de células
Th17 de produzir IL-6 e regular uma maior producéo de IL-13 e TNF-a pode gerar uma
amplificacdo da inflamacdo com consequente aumento da expressao de
metaloproteinases de matriz (MMPs) e RANKL (Beklen et al.?>2007) além de estarem
presentes em lesdes periodontais (Garlet et al.'® 2010, Ohyama et al.?6 2009).

Os linfécitos T reguladores (Tregs) sao importantes no controle da resposta
inflamatoria, sendo descrita sua funcdo no equilibrio da resposta pré-inflamatoria,
predispondo o ambiente a regeneracao tecidual e 6ssea periodontal, possivelmente

através da expressdo de IL-10 e osteoclacina (Garlet et al.'® 2010). Estudo em
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camundongos e cdes demonstra que a utilizacdo de CCL22 para o recrutamento de
linfécitos Tregs para o sitio de instalacdo da doenca periodontal reduz os parametros

de inflamacéo e perda 6ssea alveolar (Glowacki et al.?” 2013).

Apesar dessa divisdo de funcdes das células T, marcadores caracteristicos de
todos os subconjuntos (Thl, Th2, Thl7 e Treg) tém sido descritos na doenca
periodontal, sendo que bactérias patogénicas bucais sdo capazes de desencadear a
ativacdo e producdo de mediadores caracteristicos de resposta polarizadas por

qualquer subtipo de células T (Garlet et al.*® 2010).

2.2.3. Linféocitos B

Linfocitos B participam da resposta imune adaptativa, reconhecendo antigenos
e, a partir de estimulo apropriado, se diferenciam em células secretoras de anticorpos
antigeno-especifico. Porém seu papel na resposta imune inata ganhou destaque a
partir da descoberta dos TLRs, e de que células B também apresentavam esses
receptores, e que certos subtipos apresentam maior sensibilidade a sua ativacao
(Booth et al.?2 2011).

Células B ativadas podem também atuar como células apresentadores de
antigenos para células CD4* e CD8*. No entanto, diferentemente das células
dendriticas, as células B podem apresentar o antigeno de maneira seletiva através de
moléculas de imunoglobulina em sua superficie, permitindo assim a apresentacéo de
antigeno mesmo em baixas concentracfes. Além disso, as células B podem efetuar a
apresentacao de antigeno a outras células de maneira indireta, através da producao

de anticorpos especificos (Gonzales?® 2015, Kurt-Jones et al.3° 1988).

Sugere-se que as células B em pacientes com susceptibilidade a periodontite
apresentem uma maior propensdo a propriedades auto-reativas em relacdo aos
pacientes com baixa susceptibilidade a doenca periodontal (Berglundh et al.3! 2002).
Em estudo clinico realizado por Donati et al.3? (2009) foram realizadas biépsias
gengivais em bolsas com mais de 6 mm de profundidade que apresentavam

sangramento, e verificou-se que as células B se apresentam em maior propor¢ao do
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que células T no plasma, além de 65% dessas células apresentarem caracteristicas
de auto-reatividade.

2.2.4. Melatoproteinases de Matriz e TIMPS

As Metaloproteinases da Matriz (MMPs) constituem um grupo de enzimas
(endopeptidases) responsaveis pela degradacdo dos componentes da matriz
extracelular (MEC) e das membranas basais, desempenhando papel importante da
degradacdo e remodelacdo de proteinas de matriz durante diferentes processos
fisiologicos e patologicos. As MMPs sdo produzidas principalmente por leucécitos
polimorfonucleares, queratinécitos, mondcitos, macréfagos, fibroblastos e células
mesenquimais em resposta a fatores de crescimento e citocinas como a Interleucina
1 (IL-1), o TNF-a e o TGF-a (fator de crescimento transformante alfa). Na presenca
desses fatores de crescimento e citocinas, essas células liberam as MMPs de granulos
especificos de armazenamento para o meio extracelular (Birkedal-Hansen33 1993,
Garlet et al.3* 2004). Birkedal-Hansen?®3 (1993) propde quatro vias de regulacédo da
atividade das MMPs no substrato da matriz extracelular: por regulacdo na transcricao
nos genes das MMPs, por ativagéo de precursores, por diferencas de especificidade
de substrato, e por inibidores de MMPs.

Uma das formas de regulacao da ativacao de MMPs é realizada por um grupo
de proteinas enddgenas chamadas inibidores de metaloproteinases teciduais
(TIMPs), sendo capazes de inibir quase todos os membros da familia das MMPs de

maneira ndo-especifica (Baker et al.*>2002).

As MMPs e TIMPs sao regularmente expressas no tecido periodontal saudavel,
podendo controlar o turnover fisiolégico da matriz extracelular (Goncalves et al.%¢
2008). No entanto, um desequilibrio nessa relacdo estd presente em tecidos
periodontais doentes, podendo ser responsavel pela destruicdo tecidual na doenca
periodontal (Garlet et al.34 2004, Goncalves et al.*¢ 2008).
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2.2.5. Interleucina-1p

A Interleucina 1-B (IL-1B) € uma citocina inflamatéria classica do sistema imune
inato, estando associada com a migracdo de células inflamatérias e com a
osteoclastogénese (Graves et al.3” 2008). Porém, ela também desempenha um papel
crucial mediando a ligacdo entre a imunidade inata e adaptativa. Ela atua através do
receptor de membrana tipo 1 associado a IL-1, induzindo a ativacdo de células
apresentadores de antigeno (Loiarro et al.3® 2010) e ativando o NF-kB, levando a

producéo de TNF-a (Sumbayev e Yasinska3?® 2006).

2.2.6. TNF-a

O TNF-a é uma citocina chave na patogénese de doencas inflamatérias em geral,
pois € uma citocina caracteristicamente envolvida na amplificacdo de respostas
inflamatérias (Garlet et al.!® 2010) estimulando a producdo de outras citocinas
classicas do sistema imune inato como a IL-1B e IL-6 (Dinarello*® 2000, Kwan Tat et
al.412004).

A presenca dessa citocina no soro e nos tecidos esta relacionada com a atividade
da doenca inflamatéria e com o grau de dano tecidual (Mayer et al.#? 2013), visto que
o TNF-a age promovendo a secregao de moléculas responsaveis pela degradacao de
matriz extracelular e reabsorcéo 6ssea (Garlet et al.34 2004, Graves et al.3” 2008). Essa
citocina participa da resposta inflamatéria periodontal por atuar no processo de
migracao celular, sendo responsavel pelo recrutamento de neutréfilos e macréfagos
para o local lesionado, além de estar relacionada com a expressdo de MMPs e
RANKL, que sdo moléculas envolvidas no processo de degradacdo do tecido
conjuntivo e ésseo caracteristico da doenca periodontal (Garlet et al.18 2010, Van Dyke
e van Winkelhoff42 2013).

2.2.7. Sistema RANK/RANKL/OPG
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A perda 6ssea alveolar € um evento chave na doenca periodontal. A integridade
dos tecidos depende do delicado equilibrio entre reabsor¢édo 6ssea pelos osteoclastos
e formacéo 6ssea pelos osteoblastos. O principal mecanismo regulatorio da atividade
osteoclastica é dada pelo receptor RANK (receptor de ativagdo do NF-«B), e seu
ligante (RANKL) e seu homélogo soluvel osteoprotegerina (OPG). RANKL se liga ao
receptor RANK presente na superficie de pré-osteoclastos, levando a sua maturagédo
e ativacao, enquanto a OPG atua como um receptor e inibe a interacdo RANK-RANKL
(Leibbrandt e Penninger** 2008). O equilibrio entre a expressdo de RANKL e OPG é
essencial para a determinacdo de atividade osteolitica em condicbes fisioldgicas
(Garlet* 2010). Porém, estudos demonstram um aumento da expressdo de RANKL
em tecidos com doenca periodontal (Garlet et al.3* 2004, Bostanci et al.*¢ 2007,

Nagasawa et al.*” 2007).

2.2.8. Oxido Nitrico

O oxido nitrico (NO) também apresenta papel importante na doenca periodontal,
assim como outras doencas inflamatérias. O 6xido nitrico participa do mecanismo de
vasodilatacdo, estimulacdo de citocinas, regulacdo da funcdo de tecidos
mineralizados, neurotransmissao e agregacdo plaquetaria, porém também esta
relacionado com caracteristicas fisiopatologicas de doencas inflamatérias como a
doenca periodontal (Ugar-Cankal e Ozmeric*® 2006). Estimulos inflamatérios podem
induzir uma maior sintese de NO pelas células inflamatérias através do aumento da
expresséo da enzima iINOS e assim interferir na progresséo da doencga periodontal
(Kendall et al.*° 2001, Matejka et al.>° 1998).

O NO é sintetizado de maneira enddégena na presenca de O2 pela 0xido nitrico
sintase (NOS) através da conversdo da L-arginine a NO e L-citrulline. S&o
identificadas 3 isoformas da NOs no organismo: NOS neuronal (nNOS), NOS
endotelial (eNOS) e NOS induzida (iNOS). Entre essas trés isoformas, apenas a INOS
€ altamente expressa em macrofagos ativados por LPS e/ou citocinas. Na doenca
periodontal o NO é provavelmente produzido pela acdo da iINOS e age diretamente
na manutencéo da inflamagé&o. O NO derivado da iINOS desempenha um papel crucial

em macrofagos em condicdes fisiologicas, porém a producdo em excesso de NO em
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respostas inflamatérias pode levar a choque séptico e danos teciduais (Ma et al.®
2010).

CITOCINA
Periodontopatogenos (LPS) an GU”.”OC”.]A@ MMPs TIMPs AWK ?RANKL AOPG
'll"|!'s: L L L L L L L L]
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| GPG AUMENTO mmacho ossea + FALHA NA roncho O$SEA ASSOCIADA = REABSORGAO OSSEA PATOLOGICA

Figura 3. Mecanismos celulares e moleculares da resposta imune do hospedeiro responséaveis pela
progressédo da doenca periodontal. Adaptado de Garlet*® (2010).

2.3. Modulacédo daresposta do hospedeiro na doenca periodontal

Apesar da raspagem e alisamento radicular ser o tratamento convencional e
mais indicado para a doenca periodontal, ele pode ser combinado com o uso de
agentes locais e sistémicos de acdo anti-inflamatoria e antimicrobiana. A utilizacéo de
medicamentos como terapia complementar a raspagem e alisamento radicular é uma
opcao em casos de pacientes que nao correspondem ao tratamento convencional

isolado (Carranza et al.32012).

Atualmente, admite-se o uso de medicamentos a fim de modulagdo da
resposta inflamatoria, conhecidos como Moduladores da Resposta do Hospedeiro
(MRH). Entre eles esta a doxiciclina, uma tetraciclina utilizada em doses
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subantimicrobianas (20 mg/2x ao dia durante ao menos 3 meses) e 0 Unico
medicamento reconhecido pela FDA (Food and Drug Administration) para inibicao de
MMPs utilizado para o tratamento da doenca periodontal, desde que aliado ao

procedimento de raspagem e alisamento radicular (Caton e Ryan*2011).

Os anti-inflamatérios néo esteroidais (AINEs) também vém sendo estudados e
utilizados para o controle da doenca periodontal, visto que atuam limitando a producao
de prostaglandinas e demais metabdlitos da cascata metabdlica do acido araquidénico
a partir do bloqueio da via da ciclooxigenase (Heasman et al.>* 1993). Diversos AINEs
foram testados em estudos clinicos administrados topica e sistemicamente para o
tratamento de gengivite, e periodontite cronica e agressiva (Oringer®? 2002),
apresentando efeitos na diminui¢cdo da inflamacéo e da reabsorcdo 6ssea, como o
flurbiprofen (Heasman et al.>* 1993). Estudos pré-clinicos apontam que a utilizacédo de
inibidores seletivos para COX-2, como celecoxibe e etoricoxibe preveniu a perda
Ossea alveolar induzida por ligadura em modelos experimentais de periodontite em
ratos (Azoubel et al.®® 2007, Holzhausen et al.>* 2002, Holzhausen et al.>® 2005).
Porém os efeitos colaterais, principalmente relacionados a lesdo do trato
gastrointestinal e problemas cardiovasculares, provocados pelo uso dos AINEs a
longo prazo apresenta uma séria limitacao de seu uso e indicacdo de maneira rotineira

como adjunto na terapia periodontal (de Almeida®¢ 2004).

A utilizacdo de medicamentos que agem inibindo a ativacdo do NF-«B tem sido
investigada para o tratamento de doencas caracterizadas pelo aumento da atividade
osteoclastica, como o mieloma multiplo, tendo alcancado resultados positivos. Porém,
até o momento os dados ainda sdo insuficientes para suportar seu uso para o
tratamento da periodontite. A administracao local de terapias anti-NF-kB pode ser
terapéutica e clinicamente Gtil no tratamento da doenca periodontal, porém ainda séo

necessarios ensaios clinicos que suportem o seu uso (Gokhale e Padhye®’ 2013).

Estudos também abordam a modulacdo da resposta do hospedeiro atenuando
o efeito de moléculas como MMPs e prostanoides, e também estimulando a acdo de
mediadores lipidicos como lipoxinas e resolvinas, que parecem resolver a resposta

inflamatéria crénica em vez de apenas suprimi-las (Dentino et al.>® 2013).
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A modulagéo da resposta do hospedeiro na doenca periodontal também pode
ser realizada com o uso de terapias baseadas em citocinas (Gokhale e Padhye®’
2013). A partir desse principio surgiu a terapia anti TNF- a com anticorpos
monoclonais. Esse modelo de terapia € utilizado no tratamento de doencas autoimune
com etiologia inflamatéria (Lebwohl®® 2003). Estudos clinicos e experimentais
mostram uma melhora clinica da periodontite com a inibicdo da atividade do TNF-a
(Mayer et al.®°2009, Romano et al.?1 2015). Estudo de Garlet e colaboradores em 2006
indicou que camundongos deficientes de receptores para TNF-a (p55-TNF-a) tiveram
menos periodontite severa em resposta a infeccdo pelo Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (AA) demonstrada por menor perda 6ssea alveolar. Porém,
a “auséncia” desses receptores resultou em uma diminuicdo da imunidade protetora
contra infeccdo por AA, levando ao aumento da carga bacteriana e niveis mais
elevados de proteina C-reativa. Foi demonstrado assim que o TNF-a apresenta nao
apenas um papel determinante da gravidade da doenca periodontal, mas também tem
funcdo imune protetora contra infecgéo periodontal (Garlet et al.?? 2007). Apesar dos
beneficios dos antagonistas TNF-a no controle da doenca periodontal, os efeitos
adversos da terapia fazem com que a sua utilizacdo em pacientes com periodontite

ndo seja recomendada (Mayer et al.*22013).

Para o tratamento efetivo da doenca periodontal ainda séo necessarios estudos
a fim de desenvolver métodos complementares que consigam reduzir a carga
bacteriana, modificar fatores de risco e a resposta do hospedeiro levando a melhores
desfechos clinicos quando comparados ao tratamento periodontal isolado (Gokhale e
Padhye®” 2013).

2.4. Nanotecnologia

Nanotecnologia € a manipulagdo e utilizagdo de materiais, dispositivos e
sistemas a partir do controle da matéria na escala de comprimento nanométrica (em
dimensdes de cerca de 1-100 nm), ou seja, no nivel de atomos, moléculas e estruturas
supramoleculares. Ela engloba ciéncia em nanoescala, engenharia e tecnologia,
envolvendo imagem, medicdo, modelagem e manipulacdo de matéria nessa escala

de comprimento (Jain® 2008).
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A nanobiotecnologia surgiu da investigacdo sobre os biossistemas em
nanoescala criando uma das ciéncias e tecnologia mais dinamicas baseada na
confluéncia das ciéncias fisicas, engenharia molecular, biologia, biotecnologia e
medicina (Roco® 2003). Inimeras aplicacdes na industria farmacéutica, como a
descoberta de medicamentos e entrega de drogas podem ser denominados "produtos
nanobiofarmacéuticos" (Jain®3 2008).

Ja4 a nanomedicina é a aplicacdo da nano e biotecnologia a medicina, e
representa um dos campos multidisciplinares mais importantes que se desenvolveu
no final do século XX (Sahoo et al.’®* 2007). A nanomedicina se fundamenta na
utilizacdo de tecnologias moleculares para diferentes aplicacbes. Tais aplicacbes
como: a criacdo de dispositivos estruturados em nanoescala que atuem como
avancados biossensores de diagndstico e para entrega de drogas especificas;
atuacdo na medicina molecular via genOmica, protedmica e microrganismos
modificados artificialmente; e criacdo de sistemas moleculares destinados a
destruicdo da causa da patologia e a substituicdo de cromossomos em “cirurgia” a

nivel celular in vivo (Freitas®® 2002).

A sintese de compostos de forma nanoparticulada é um dos objetivos da
nanotecnologia. Essas nanoparticulas podem se apresentar na forma orgéanica e
inorganica (Maciel et al.®” 2003). Virus e componentes celulares sdo exemplos de
nanoparticulas organicas, enquanto as nanoparticulas baseadas em 6xidos metélicos
e metais (como o cobre, niquel, ouro e prata) comp&e o grupo das nanoparticulas

inorganicas (Sperling et al.” 2008).

O tamanho, a composicdo, a forma e a natureza da superficie das
nanoparticulas sédo alguns dos fatores responséaveis pelas propriedades quimicas e
fisicas que as nanoparticulas podem apresentar (Huang et al.®® 2006, Bhattacharya e
Mukherjee®® 2008). Assim, as nanoparticulas sdo comumente incorporadas a
diferentes materiais a fim de melhorar suas propriedades (Mann” 2006), podendo
apresentar acdo antimicrobiana, anti-inflamatéria e antifingica como ja apresentado
na literatura (Weir et al.”* 2008).

O fato da dimensdo das nanoparticulas localizar-se no intervalo nanométrico
torna seu tamanho semelhantes ao de muitas biomoléculas, o que permite que elas

entrem e atravesem facilmente os tecidos, células e organelas (Fischer e Chan’?2007,
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Oberdorster et al.”® 2005). Tal fato permite a utilizacdo das nanoparticulas como
veiculo carreador de biomoléculas para locais onde geralmente medicamentos

comuns teriam dificuldade de alcancar.

Além disso, as nanoparticulas apresentam uma porcentagem
consideravelmente alta de atomos em sua superficie em relag@o a outras particulas,
0 que eleva sua propor¢cdo entre area de superficie e volume, aumentando sua
reatividade e contribuindo para que elas apresentem propriedades diferenciadas.
Essa caracteristica é alvo de interesse, pois pode levar ao aumento da atividade
biolégica das nanoparticulas, sendo Util para a penetragdo nas células e entregar
farmacos (Siddigi et al.”#2012). Porém essa mesma caracteristica implica em maior
toxicidade (Chen et al.” 2006).

Devido a facilidade de nanoparticulas penetrarem tecidos e células, elas podem
acumular-se no interior das células e provocar efeitos toéxicos a nivel celular ou a nivel
de organismo (Oberdorster et al.”® 2005, Armstrong et al.”® 2004). Muitas sédo capazes
de alcancar até mesmo o nucleo celular, pondendo induzir disfuncdo mitocondrial e
formacéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) o que pode causar dano ao DNA
(Auffan et al.”” 2009).

2.4.1. Nanotecnologia na Odontologia

Na Odontologia, o uso de nanoparticulas em materiais dentarios pode ser
benéfico devido a suas propriedades fisicas e quimicas diferenciadas decorrentes de
seu tamanho (Osorio et al.”®2014). Além disso, drogas chamadas nanofarmacéuticas
baseadas em nanomateriais tém sido extensivamente utilizadas nos ultimos anos
buscando a cura e o tratamento de problemas bucais, como a periodontite. Até agora
existem diversas pesquisas que investigam o0 uso de sistemas carreadores para
entrega de drogas especificas na bolsa periodontal. Entre os sistemas explorados
estdo nanocomposito de hidrogel, nanoparticulas e nanoemulsdes. Até o momento,
varios compostos ja foram encapsulados em sistemas de nanocarreamento para tratar
periodontite, como plantas e drogas sintéticas como triclosan, tetraciclina, extrato de
Harungana madagascariensis, minociclina, metronidazol e clorexidina. Num futuro

proximo a nanoteconologia podera ser empregada para o diagnostico e tratamento de
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cancer bucal, cura da hipersensibilidade e anestesia de pacientes (Narang e Narang”®
2015).

Estudo demonstra que nanoparticulas de ouro sdo atrativas para a utilizacao
em materiais dentéarios, devido a sua habilidade de inibir MMP-8 e MMP-9 mesmo em
baixas concentracdes, sem induzir toxicidade ou inflamacéo celular (Hashimoto et al.&
2015). Essa caracteristica € importante para as pesquisas com materiais
odontoldgicos pois a presenca de MMPs na interface adesiva de restauracfes provoca
a hidrolise de fribrinas de colageno sendo a principal causa da degradacédo de
materiais adesivos (Hashimoto et al.8% 2015, Osorio et al.8! 2011). Além disso, a
presenca de MMPs nos tecidos em desequilibrio com seu inibidor, as TIMPs, ocorre
em diversos processo patolégicos que envolvem destruicao tecidual, como a doenca

periodontal (Birkedal-Hansen33 1993).

2.4.2. Nanoparticulas de ouro (AuNPSs)

O ouro apresenta um vasto histérico de uso medicinal. Usado pelos chineses
desde 2500 a.c. (Norton® 2008, Juzenas et al.83 2008), existem relatos do seu uso
para tratamento de epilepsia, sifilis e doencas reumaticas, além de efeito

rejuvenescedor (Bhattacharya e Mukherjee®® 2008).

Apesar do ouro ser geralmente considerado quimica e biologicamente inerte
(Hammer e Norskov® 1995), a possibilidade de que sua forma coloidal em
nanoparticulas possa apresentar, além do potencial efeito funcional, um efeito toxico
nas células ainda é uma preocupacéo (Sperling et al.” 2008, Brooking et al.®> 2001).
Pois mesmo substancias consideradas biologicamente inertes poderiam tornar-se
tobxicas em um estado nanoparticulado devido a sua maior reatividade e,
possivelmente, sua maior facilidade de penetracdo nas células e de atravessar as

membranas bioldgicas (Oberdorster et al.”® 2005, Reeves et al.8¢ 2008).

O numero de pesquisas sobre o ouro na forma nanoparticulada tem crescido
significativamente devido a possibilidade de diversas aplicagfes biologicas, além de
estudos apresentarem como vantagens sua biocompatibilidade (Yamada et al.8’
2015), uma sintese relativamente simples, a facilidade do controle do tamanho das
nanoparticulas, a facilidade de modificagcdo quimica de sua superficie, e a facilidade
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de caracterizacdo devido a presenca de uma banda de superficie de plasmon
ressonante (SRP) (Yamada et al.8” 2015, Jain et al.88 2007). Esse fendmeno consiste
na oscilacdo coletiva de elétrons livres na nanoparticula metélica, criando uma
densidade de carga em sua superficie e provocando uma acentuada absorcao de luz
na regido visivel do espectro no caso dos metais nobres como o ouro, fazendo com
que liquidos contendo nanoparticulas deste material apresentem coloragédo

caracteristica (Pereira® 2009).

As possiveis aplicacdes bioldgicas das nanoparticulas de ouro podem ser
classificadas em quatro aspectos: marcacéo, entrega, aquecimento e detecgédo. As
AuNPs podem ser utilizadas para marcacéo de regides e células de interesse para
auxilio no diagnéstico, sendo dirigidas para a regido de interesse proporcionando
contraste para a observacao e visualizacdo desta regido, baseada na fotoexcitacéo
das nanoparticulas. Elas também séo aplicaveis na entrega de medicamentos, sendo
utilizadas como veiculo para o carreamento de biomoléculas para dentro das células,
sendo que as células naturalmente ingerem particulas coloidais. Outra aplicacdo das
AuNPs é para o aquecimento, fendbmeno chamado de hipertermia utilizado em
terapias anti-cancer, pois células sao sensiveis a pequenos aumentos de temperatura.
Quando as particulas de ouro absorvem a luz, os elétrons livres presentes sdo
excitados, e a excitacdo dos plasmons da superficie provoca a oscilacdo coletiva dos
elétrons livres. Apds a interacdo ente os elétrons e a rede cristalina das particulas de
ouro, os elétrons relaxam e a energia térmica € transferida para a rede, e o calor
proveniente das nanoparticulas é dissipado para o ambiente circundante. A utilizacao
de AuNPs para e deteccao, principalmente de células cancerigenas é possibilitada
também devido ao fenébmeno de ressonancia de plasmon de superficie caracteristico
das AuNPs, ocorrendo a formacdo de um densidade de carga em sua superficie
possibilitando o acoplamento de moléculas para deteccéo colorimétrica e marcacao
de células (Sperling et al.” 2008, Bhattacharya e Mukherjee®® 2008, Yamada et al.®’
2015, Pereira® 2009).

Em busca realizada na literatura ndo foram encontrados trabalhos clinicos, in vivo
ou in vitro a respeito da aplicagédo de AuNPs aplicados especificamente ao tratamento

da doenca periodontal.
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As nanoparticulas estdo atualmente sendo desenvolvidas para aplicagdes em
diversas areas. No entanto, a sua utilizacdo para aplicac6es bioldgicas exige uma
compreensao detalhada das interacdes entre essas nanoparticulas com os sistemas
biologicos de células e 6rgdos com o0s quais elas possam entrar em contato
(Hashimoto et al.8% 2015, Alkilany e Murphy®® 2010, Sabella et al.®* 2014).

2.4.3. Mecanismo de acao das nanoparticulas de ouro

Compositos de ouro tém sido utilizados desde 1930 e, apesar de seu mecanismo
de acdo permanecer incerto, existem evidéncias de que o ouro interfere na

transmisséo de sinais inflamatérios (Han et al.®?> 2008).

Ja existem medicamentos com compostos de ouro e enxofre, como o Auranofin,
que sao amplamente utilizados no tratamento de doencas inflamatérias como a artrite
reumatoide (Jeon et al.8 2003, Bondeson e Sundler®3 1995).

As AuNPs tém recebido grande atencao por apresentar acdo antioxidante e anti-
inflamatéria apontadas pela literatura podendo agir no organismo por diferentes
mecanismos (Jeon et al.2 2003, Norton®* 2008, Tsai et al.®® 2007, Barathmanikanth et
al.®¢ 2010).

2.4.3.1. AuNPs e NF-kB

Estudos mostram que compostos de ouro apresentam uma importante acao anti-
inflamatéria devido a sua capacidade de inibir a expressdo do NF-kB e
consequentemente seus efeitos na inflamagéo, como a producgéo de citocinas proé-
inflamatérias como IL-1B e TNF-a (Jeon et al.2 2003, Bondeson e Sundler®® 1995,
Norton®* 2008).

O NF-kB controla a expresséo de diversos mediadores da resposta imune, e sua
ativacdo exagerada estd associada com varias doencas inflamatérias crénicas, como

a atrite reumatoide, asma, doenca inflamatoria do intestino, colite ulcerativa,
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aterosclerose (Barnes e Karin'’ 1997), além de importante papel na producédo de
mediadores inflamatérios da patogénese da doenca periodontal. Esse bloqueio da
ativacdo do NF-kB ocorre através da interagdo com o CYS-179 da enzima IKB

quinase, um importante residuo da estrutura molecular da enzima (Jeon et al.®” 2000).

O entendimento da inibicdo da ativagdo das IK quinases por compostos de ouro
irA ajudar no desenvolvimento de novas estratégias de tratamento de doencas

inflamatérias (Barnes e Karin'’ 1997).

O Cys-179 esté4 criticamente posicionado no circulo de ativacdo do IKB quinase,
sugerindo que uma modificacdo nesse residuo pode interferir na fosforilacdo das
serinas adjacentes Ser-177 e Ser-181 e consequentemente a ativacdo na enzima. A
ativacao dessa enzima ira degradar a proteina IkB-a expondo a sequéncia sinal de
localizagdo nuclear do NF-kB permitindo a migragdo desse fator para o nucleo

desencadeando a transcricdo de RNAm para a producao de mediadores inflamatérios.

Estudo de Jeon et al.8 (2003) mostrou a presenca de grupos na molécula IKB
quinase (diferente do Cys-179) o qual é sensivel a oxidacdo ou modificacdo por
espécies reativas. Porém, estudos mostram que a modificacdo da Cys-179 pelo ouro
ou outros agentes reativos de enxofre interferem na formagéo da conformacao ativa
da enzima IKB quinase, mesmo quando as outras duas serinas residuais estdo em
estado fosforilado, sendo que a Cys-179 desempenha um papel central na conversao

da forma inativa da enzima para sua forma ativa (Jeon et al.® 2003).

Em resumo, estudos apontam que 0 ouro e antirreumaticos com compostos de
ouro inibem a ativacdo do NF-«kB por modificar o residuo Cys-179 da enzima IKB
quinase, e seu efeito aparece através da inibicdo da ativacdo da enzima e
consequentemente ndo possibilitando que o fator de transcricdo NF-«kB migre para o

nucleo celular (Jeon et al.2 2003).

2.4.3.2. AuNPs e producéo de NO

Outro efeito das AuNPs nas células apontado em estudos in vitro, é a

diminuicdo da producgéo de NO e IFN-B induzida por LPS em macrofagos. 1sso ocorre
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através da inibicdo conjunta das vias do NF-«B e do IFN-B/STAT1 devido a sua acéo
inibitéria tanto das vias MyD88-dependente e TRIF-dependente. A supressédo de
formacéo de INOS pela vira TRIF-dependente ocorre pela supresséo da fosforilacédo
do STATL1 pelo bloqueio de producdo de IFN-B. O co-tratamento das células com
vérias concentragfes de AuNPs juntamente com LPS diminuiu significativamente a
expressao da proteina iINOS de maneira dose-dependente, sugerindo que as AuNPs
inibem a producdo de NO através do bloqueio da expressdo de INOS a nivel de

transcricdo (Ma et al.® 2010).

2.4.3.3. AuNPs e EROs

As AuNPs também podem interferir na atividade de eliminagéo e na atuacdo de

Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) geradas numa situacéo de estresse oxidativo.

Células aerdbicas podem sofrer com o dano oxidativo proveniente de uma
condicdo de estresse oxidativo provocado pelo desequilibrio entre a formacéo de
espécies oxidantes (ou espécies reativas de oxigénio — EROs) e as defesas
antioxidantes (Halliwell e Gutteridge® 1999, Dalle-Donne et al.®® 2006). As EROs séo
definidas como qualquer espécie quimica capaz de existir independentemente e que
contenha um ou mais elétrons desemparelhados sendo altamente reativas pela
situacdo energicamente instavel (Halliwell e Gutteridge®® 1999, Southorn e Powis!®
1988) As EROs atuam também como importantes moléculas de sinalizacdo na
progressdo de doencas inflamatorias. Sob condi¢cdes inflamatérias o estresse
oxidativo gerado pelo aumento da formacdo de EROs por neutréfilos
polimorfonucleares promove a abertura das juncdes entre células endoteliais
facilitando a migracdo de células inflamatorias através da barreira endotelial. Tais
células ndo irdo s6 ajudar na eliminacdo dos patdgenos, mas também ocasionam
danos teciduais (Ma et al.® 2010, Mittal et al.1%1 2014).

Os oxidantes provenientes do estado de estresse oxidativo celular podem ativar
o NF-«B levando a producdo de mediadores que acentuam a inflamacao levando a
danos teciduais (Adcock et al.1%2 1994, Haddad!®® 2002). Estudos demonstram que
algumas quinases séo ativadas quando oxidadas, o que culmina na fosforilagao de

IkB e dissociacdo do complexo formado com o NF-«B, com sua posterior ubiquitinagao
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e degradacdo (Haddad'®* 2002, Kamata e Hirata'® 1999). Assim, a presenca de um
estado tendendo a oxidagdo pode ser um fator importante para ativacdo de vias que
regulam a atividade de genes dependentes de NF- kB.

Além de as AuNPs poderem atuar na inibicdo da ativacdo do NF-«B, elas
também apresentam capacidade antioxidante através da interagcdo direta com essas
EROs. Tratamento com AuNPs aumenta a atividade de eliminacdo de radicais
superoxido cerca de 60%, ainda que ndo de maneira dependente da dose (Ma et al.®
2010)

Estudo que utilizou o tratamento com nanoparticulas de ouro aliado a fonoforese
sugere que o tratamento tem efeito antioxidante e, consequentemente diminui¢cao dos
niveis de citocinas pré-inflamatérias. O tratamento diminui a exposicao dos tecidos a
espécies reativas de oxigénio, diminuindo assim os danos estruturais causados por
essa exposicdo e provavelmente tornando mais breve a fase aguda da inflamacéao
(Victor et al.1%62012).

2.4.3.3. AuNPs e IL-1B

Resultados de estudo realizado por Sumbayev et al.l° (2013) indicam que a
atividade anti-inflamatéria das AUNPs esta associada com sua habilidade de interacéo
extracelular com a IL-13, onde moléculas de IL-13 se agregam ao redor das AuNPs
(Figura 4). Esses agregados reduzem o numero de moléculas disponiveis de IL-1
gue podem interagir com o0 receptor celular de interleucina, diminuindo entéo
significativamente as propriedades inflamatorias dessa citocina. AUNPs estabilizadas
com citrato, de acordo com seu diametro, regulam negativamente as respostas
celulares induzidas por IL-1 B tanto in vitro como in vivo. Foram testadas AuNPs nos
didametros de 5, 15, 20 e 35 nm, sendo que as que apresentaram inibicdo mais

significativa foram as de 5 nm, numa concentracdo de 20 uM.
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Apadtagao celular ao
estresse inflamatorio |

Citosol

Figura 4. Possivel mecanismo de agdo das AuNPs na diminuigdo das respostas celulares induzidas
por IL-1B. Adaptado de Sumbayev et al.1° (2013).

Estresse oxidativo
Inflamacao

Figura 5. Representacdo esqueméatica dos mecanismos de acgdo anti-inflamatdria e antioxidante
propostos para as AuNPs.
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2.5. Cultura de células como modelo in vitro para estudo da doenca periodontal

Modelos que estudam o tratamento da doenca periodontal buscam a
restauracdo dos tecidos destruidos por essa doenca inflamatéria infecciosa com
tecidos que tenham a mesma estrutura e funcao dos tecidos perdidos. A regeneragcao
periodontal ideal requer: recuperacéo da altura do osso alveolar, a formacéo de novas
fibras extrinsecas inseridas no cemento da superficie radicular, a sintese de fibras de
Sharpey que se inserem no cemento e o reestabelecimento de tecidos moles
responsaveis pelo selamento da interface gengival (Weinreb e Nemcovsky®’ 2015,
Bosshardt et al.1%8 2015).

Dentre os modelos experimentais para estudo da doenca periodontal in vitro
esta a utilizacdo da cultura de células. Varios ensaios com células cultivadas em
monocamadas ou em modelos 3D podem ser realizados para avaliacdo da
cicatrizacdo de feridas e regeneracdo do tecido periodontal, como demonstrado na
figura 6 (Weinreb e Nemcovsky7 2015).
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Modelos in vitro de cicatrizagao de feridas em tecido mole
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Modelos in vitro de regeneragao periodontal
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Efeitos de superficies de implantes
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Efeitos de membranas reabsorviveis

Figura 6. Representacdo esquematica dos possiveis aspectos para avaliagao in vitro da cicatrizacédo e
regeneracao periodontal. Adaptado de Weinreb e Nemcovsky%7 (2015).

Os macroéfagos tém papel importante na patologia da doenca periodontal, assim
como todas as doencas que envolvem mecanismos inflamatérios como parte de sua

patologia. Macréfagos desempenham importantes papéis na resposta imune contra
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vérias infeccdes bacterianas e virais através da secrecdo de NO e citocinas pro-
inflamatorias como fator de necrosa tumoral a (TNF-a), interleucina-138 (IL-1B) e
interleucina 6 (IL-6) (Ma et al.® 2010). O 6xido nitrico derivado dos macréfagos tem
papel fundamental na protecéo contra infeccbes microbianas em respostas imunes.
Mas a producéo elevada de NO pela iINOS ja demonstrou estar correlacionada com a
patologia de varias doencas inflamatdrias. (Ma et al.® 2010).

Na periodontite, os macrofagos sdo recrutados para a area inflamada e
ativados pelo reconhecimento do LPS levando a produgédo de prostaglandinas,
interleucinas, TNF-a e MMPs. Interleucinas e TNF-a se ligam a fibroblastos,
estimulando-os a produzir quantidades adicionais de prostaglandinas, interleucinas,
TNF-a e MMPs formando um ciclo feedback-positivo (Caton e Ryan* 2011).
Fibroblastos e macréfagos sédo células essenciais tanto no processo inflamatério
quanto no processo de reparo e reconstituicdo da estrutura periodontal apés o
tratamento da doenca. Sendo assim importante avaliar a resposta dessas células

perante possiveis tratamentos para a doenca periodontal.

A partir de um modelo in vitro de cultura de células em monocamada, varios
aspectos relevantes para a cicatrizacdo de feridas e regeneracao periodontal podem
ser analisados, como: proliferacdo celular, producdo e secrecdo de proteinas,
viabilidade, migracdo, expressdo génica e diferenciacdo (Weinreb e Nemcovsky!®’
2015).

Estudos para o tratamento da doenca periodontal buscam também a
modulagéo da resposta inflamatéria visando a limitagdo da destrui¢éo tecidual, visto
que a destruicdo tecidual encontrada na periodontite resulta da propria reagdo imune
nos tecidos periodontais em resposta a presenca prolongada do biofilme bacteriano
(Caton e Ryan* 2011, Pihlstrom et al.> 2005). Encurtar ou minimizar a fase inflamatéria
dos tecidos pode ajudar no processo de cicatrizacao, especialmente em um ambiente
como a cavidade bucal onde bactérias e microrganismos estdo sempre presentes
(Weinreb e Nemcovsky'®” 2015). Para avaliar essa condicdo de maneira in vitro
podemos testar as propriedades anti-inflamatérias de produtos, como mensurando a
producdo de mediadores inflamatérios apds sensibilizar células com compostos

inflamatorios.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar o perfil citotoxico e potencial anti-inflamatério de Nanoparticulas de ouro
(AuNPs) em modelos in vivo de inflamacdo aguda e em cultura de células de
fibroblastos (3T3) e macrofagos (RAW 264.7).

3.2. Objetivos especificos

I. Caracterizacdo das AuNPs através de Espectroscopia no Ultravioleta-visivel (UV-
Vis), Difratometria de raios-x (DRX), Potencial Zeta, Espectrofotometria de absorcéo
atbmica e Microscopia eletrénica de varredura por canhdo de emissdo de campo
elétrico (FEG);

. Verificar o efeito in vivo do tratamento topico com formulacdes de AUNPs em modelo

agudo de inflamacdo em camundongos de edema de orelha induzido por TPA;

lll. Verificar o efeito in vivo do tratamento tépico com formulacdes de AuNPs em

modelo agudo de inflamag¢do em camundongo de edema de pata induzido por LPS;

IV. Verificar o efeito do tratamento com as AuNPs na viabilidade celular de fibroblastos
(3T3) e macréfagos (RAW 264.7) através dos ensaios de Thyazolyl Blue
Tetrazoliumbromide (MTT), Vermelho Neutro (VN) e teste de exclusdo do azul de

tripan;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Sintese das nanoparticulas de ouro

As nanoparticulas de ouro (AuNPs) foram sintetizadas no laboratério de
Sintese e Complexos Muntifuncionais da Universidade do Extremo Sul
Catarinense/UNESC, em Criciuma/SC. AuNPs de tamanhos médios de 10, 20 e 30
nm foram sintetizadas como descrito por Turkevich e colaboradores (Turkevich et
al.1%91951) com pequenas modificacdes. O processo de sintese foi realizado a partir
de reducgdo quimica do precursor metalico acido tetracloroaurico (HAuCls) (Sigma-
Aldrich, MO, EUA) com o agente redutor e estabilizante citrato de soédio
(NasCsHs07.2H20) (Nuclear, SP, Brasil). O controle da dimenséo das nanoparticulas
foi realizado variando-se a concentracéo de citrato de sédio. Inicialmente, 100 mL de
0,50 mM de acido tetracloroaurico foram transferidos para um baldo de fundo redondo
e a solucdo aquecida até 90 °C sob agitacao a 700 rpm. A solucéo de citrato de sodio,
previamente preparada, foi entdo adicionada, e o sistema foi mantido a temperatura
descrita, agitando a 200 rpm durante 20 minutos. As solu¢cfes adquirem as coloracdes
correspondentes a cada tamanho de AuNPs sintetizadas, como pode ser observado
na figura 7, corroborando com a literatura (Pereira®® 2009, Alkilany e Murphy®® 2010,
Philipt?2008). As dispersées de AuNPs apresentavam pH de 5,8 ao final do processo
de sintese. Entdo, o pH era ajustado ao pH fisiolégico com solucdo tampéo e,
posteriormente, centrifugadas (13.000 rpm por 15 min) e lavadas duas vezes com
agua ultrapura para posteriormente serem obtidas as dispersGes coloidais nas

concentracdes de trabalho realizadas a partir de diluigbes em &dgua destilada estéril.

Figura 7. Coloracdo das dispersdes de nanoparticulas de ouro: A) AuNPs - 10 nm; B) AuNPs - 20 nm;
e C) AuNPs - 30 nm.
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Apés a sintese das nanoparticulas, amostras foram encaminhadas para
Microscopia Eletrénica de Transmissao (TEM) para verificar seu diametro e formato
para confirmar se as nanoparticulas apresentavam o formato esférico e os diametros
meédios de 10, 20 e 30 nm como proposto pelo método de sintese. As imagens
mostraram que os didmetros estavam adequados, como apresentado na figura 8, e
corroborando com o formato e com os didmetros propostos, estabelecendo-se assim
um meétodo padréo para sintese de nanoparticulas de ouro de 10, 20 e 30 nm.

AN
1Y

Particle size (vm)

29 41501
[N

Figura 8. Microscopia eletrénica de transmissdo de AuNPs-10 nm, AuNPs-20 nm e AuNPs-30 nm.
Nanoparticulas de ouro esféricas preparadas em dispersédo aquosa. A) Nanoparticulas de ouro de 10
nm de diametro. A barra de escala equivale a 20 nm. B) Nanoparticulas de ouro de 20 nm de diametro.
A barra de escala equivale a 5 nm. C) Nanoparticulas de ouro de 30 nm de diametro. A barra de escala
equivale a 20 nm. Fonte: UDESC.
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4.2. Caracterizagdo das nanoparticulas de ouro

4.2.1. Espectroscopia de absorcao no ultravioleta-visivel (UV-Visivel)

Apbs a sintese, as dispersdes de AuNPs foram caracterizadas empregando-
se a técnica de espectroscopia de absorcdo no ultravioleta-visivel (UV-Vis), via
monitoramento da banda de superficie de plasmon ressonante (SPR), em
espectrofotometro modelo UV-1800, através do equipamento de LAB-X, modelo XDR
— 6000 (Shimadzu). Para a espectrometria de UV-visivel, a medi¢cao da banda de SRP
foi realizada a temperatura ambiente num espectrofotdmetro utilizando uma cubeta de
quartzo contendo uma aliquota de 1 mL de cada uma das dispersdes. O espectro
eletrbnico das dispersdes foi monitorado diariamente ao longo de uma semana com 0

objetivo de revelar qualquer alteracdo do comprimento de onda na maxima absorcao.

4.2.2. Difratometria de Raios-X

Para identificacdo de estruturas cristalinas e comparacdo dos angulos de
reflexdo das amostras com os padrbes de reflexdo do ouro, foi realizada a
difratometria de raios-X (DRX) das amostras. Para medidas de DRX, uma aliquota de
9 mL da dispersdo de AuNPs foi centrifugada a 10.000 rota¢cées por minuto por 10
minutos. O sobrenadante foi removido e o material sedimentado transferido para um
porta amostra e acondicionado em estufa para secagem. O material foi caracterizado
sob os seguintes parametros: Comprimento de onda (A) da radiagéo (ka) do tubo de
cobre a 1.54056 A, voltagem de 30 kV, corrente 30 mA, velocidade de varredura:
2°/min, ao passo de medidas 0.02°, entre 20-80° (Balasubramanian et al.11* 2010) em

configuragao 66.

Buscamos verificar o angulo de refracéo indicado por cada pico a partir da
largura da banda a meia altura para se encontrar o centro do pico e verificar seu valor

de refracdo e compara-lo com os angulos de refracdo caracteristicos do ouro.
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A partir da medida da largura & meia altura da banda SRP com sinal de maior
intensidade foi calculado o didmetro médio das AuNPs aplicando-as na equacédo de
Scherrer 206 = 38° (Yan et al.1'22005).

D kA
~ B cos(H)

Onde, D é Diametro médio, K = 0,94, uma constante caracteristica das particulas
esféricas, A € comprimento de onda (radiagdo K« usada): 1,54056; 3: Largura da banda
a meia altura (total na metade méaxima do pico em radianos) e 6: Angulo de Bragg (do

pico de 100% de intensidade) (Balasubramanian et al.'1! 2010).

4.2.3. Potencial Zeta

Quase todos os materiais particulados em contato com um liquido adquirem
uma carga elétrica em sua superficie. O potencial zeta € funcdo da carga superficial
da particula, de qualquer camada adsorvida na interface com o meio e da natureza e
composicdo do meio que a circunda. Esse potencial pode ser determinado
experimentalmente sendo um indicador Gtil da carga de superficie, podendo ser usado
para prever e controlar a estabilidade de solucGes ou dispersées coloidais (Martins!'3
2007).

O valor de potencial Zeta de uma nanoparticula € um parametro util para
verificar a estabilidade da solucéo ou disperséo coloidal, sendo consideradas estaveis
as que apresentam valores de potencial Zeta superiores a +30 mV ou inferiores a -30
mV (Clogston e Patrit'42011, Wu et al.11®2011).

As dispersdes de AuNPs foram mantidas em temperatura ambiente,
transferidas para eppendorfs de 2 mL, levadas ao banho ultrassénico por 8 minutos e
entdo encaminhadas para analise do Potencial Zeta, (ZetaPALS; Brookhaven
Instruments, Nova lorque, EUA) no Complexo de Laboratorios Multiusuarios da

Universidade Estadual de Ponta Grossa.
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4.2.4. Espectrofotometria de absorcao atdomica

A concentracao de ouro nas dispersdes foi confirmada através de mensuracao
por espectrofotometria de absorcdo atdmica (EAA) utilizando um espectrofotometro
modelo AA240 FS-FAST (Varian model AA 240Z; Varian Medical Systems, Inc., Palo
Alto, CA, USA). A partir dessa concentracao foram realizadas as diluicdes em agua
destilada estéril de modo que apds serem adicionadas nos poc¢os de cultura
adquirissem as concentracdes utilizadas no experimento que foram de: 1,25; 5; 15 e
35 mg/L.

4.2.5 Microscopia eletronica de varredura por canhao de emissédo de campo
elétrico (FEG)

Para caracterizacdo morfolégica das nanoparticulas foram obtidas imagens
das dispersdes coloidais de AuNPs de 10, 20 e 30 nm por Microscopia eletrénica de
varredura por canhdo de emissdo de campo elétrico (FEG “Field Emission Gun”)
modelo Mira 3, Tescan. O teste de caracterizagcdo foi realizado no Complexo de
Laboratorios Multiusuarios da Universidade Estadual de Ponta Grossa a fim de
verificar se o formato esférico das nanoparticulas empregadas nos experimentos do
presente estudo foi preservado, como comprovado por imagens de TEM para o
estabelecimento do método de sintese na UDESC. Cada dispersdo de AuNPs foi
sonicada em banho ultrassdnico por 10 minutos, homogeneizada em Vortex e em
seguida transferidos 10 pL de cada amostra para um porta-amostra (stab) e
acondicionados em estufa para secagem, mantidos cobertos para evitar deposicéo de
residuos na superficie do porta-amostra. Os porta-amostras foram previamente limpos
com Acetona P.A. para remocéao de impurezas e irregularidades. Imediatamente antes
da leitura, os porta-amostras foram submetidos ao processo de metalizagdo em
metalizador Quorun com liga de ouro e paladio por 3 minutos a 15 mA, para facilitar o

contraste e melhor definicdo das imagens de microscopia.
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4.3. Modelo in vivo

4.3.1. Animais

Foram utilizados ao todo 80 camundongos swiss machos (PESO E IDADE). Os
animais foram mantidos no Biotério do Setor de Ciéncias Biologicas da Universidade
Federal do Parana (UFPR) com ciclo de claro/escuro de 12 h, com racdo e agua ad

libitum.

O trabalho foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA/BIO-
UFPR) da Universidade Federal do Parana, sob o nimero de protocolo 610.

4.3.2. Aplicacéo topica de formulacdes de AuNPs em modelo animal de edema

de orelha

Para verificar de maneira in vivo o potencial anti-inflamatério da aplicacéo
topica de AuNPs, formulacdes foram testadas em modelo de edema de orelha em
camundongos. As AuNPs de 10 nm foram incorporadas em formulacées em creme e
locdo nas concentracbes de 0,06%, 0,1% e 0,6%. O edema de orelha em
camundongos foi induzido com a aplicagao topica de TPA seguido da aplicacéo tépica
das formulac6es de AuNPs. O TPA (12-0- tetradecanoylphorbol-13-acetate) € um
agente flogistico éster de forbol presente no éleo de créton (Croton tigliumL.) com
capacidade de ativacao da inflamacéo por estimular a producdo de metabdlitos do
acido araquiddnico (Young et al.''6 1983), sendo assim um modelo interessante para
verificar a atuacdo das AuUNPs, tendo em vista que a expressao génica da

ciclooxigenase-2 pode ser regulada pela ativacédo do NF-kB (Lee et al.1*” 2004).

Foram utilizados 40 camundongos Swiss machos, sendo 5 animais por grupo.
O edema foi induzido na orelha direita de cada animal por aplicacéo topica de 2,5 ug
de TPA diluido em 20 uL de acetona, seguido pela imediata aplicacdo das formulagcbes
de AuNPs de 10 nm conforme indicado pelo grupo, sendo realizada outra aplicacédo



50

apos 6h. A aplicagdo de dexametasona (0,05 mg/orelha em 20 pL de acetona) foi

realizada para controle.

Divisdo dos grupos:

1) Controle (apenas aplicacao de TPA)
2) TPA + Dexametasona

3) TPA + AuNPs 0,6% em creme

4) TPA + AuNPs 0,1% em creme

5) TPA + AuNPs 0,06% em creme

6) TPA + AuNPs 0,6% em creme

7) TPA + AuNPs 0,1% em locéo

8) TPA + AuNPs 0,06% em locao

O edema foi quantificado pelo aumento na espessura da orelha 6 e 24h apos a
aplicac@o do agente inflamatério, sendo que apds a mensuragéo de 6h foi realizada
outra aplicacao das formulacdes. A espessura da orelha dos animais foi medida com
micrébmetro digital (Great, MT-045B) em regido medial da orelha distalmente a
saliéncia cartilaginosa e registrada em micrémetros (um). Todas as afericbes foram
realizadas pelo mesmo operador calibrado para diminuir variagdes provenientes do

método.

Sequencialmente, o experimento foi repetido com o grupo controle (TPA), o
grupo que recebeu a formulacdo que obteve melhor resultado e um grupo tratado
apenas com o veiculo utilizado para a formulacéo (15 animais). Esse experimento foi
realizado a fim de descartar a possibilidade de os resultados obtidos terem sido
induzidos apenas pela aplicacédo do veiculo ao invés da acdo das AuNPs.

4.3.3. Aplicacgéao topica de formulagdes de AuNPs em modelo animal de edema

de pata induzido por LPS

O LPS é um lipopolissacarideo encontrado na membrana celular de bactérias

gram-negativas capaz de elevar sua patogenicidade, como em diversas espécies
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bacterianas envolvidas no processo infeccioso da doenca periodontal. Esse
componente pode dificultar a neutralizacdo por anticorpos e a acdo de antibibticos
sobre esse grupo de bactérias (Abbas et al.'® 2012). Assim, o modelo de edema de
pata induzido pela administracdo de LPS permite testar uma substancia quanto a seu
potencial anti-inflamatorio tépico ou sistémico (dependendo da via de administracao)
através da inducdo de um estimulo inflamatério local com envolvimento de um

componente bacteriano (Sponchiado!!® 2015).

Foram utilizados 25 animais distribuidos em 5 grupos, com 5 animais em cada
grupo. As mesmas formulacdes de AUNPs foram utilizadas, sendo que para esse teste
foram selecionadas apenas as duas formulacbes em creme que obtiveram o0s
melhores resultados em 24h no teste do edema de orelha, visto que as formulacdes
em locdo apresentavam consisténcia muito liquida apds a adicdo da dispersédo de
AuNPs dificultando assim controlar a permanéncia da formulagédo em contato com o

animal pelo tempo adequado.

A espessura da pata traseira direita de cada animal foi mensurada com auxilio
de micrémetro digital, antes da inducéo do edema (espessura basal). A pata traseira
direita de cada animal recebeu a aplicacdo das formulacdes de AuNPs, veiculo (creme
nao-ibnico) ou dexametasona (creme a 5%) conforme o grupo. Ap6s 30 minutos, 0
edema foi induzido na pata direita traseira de cada animal pela administracao
intraplantar (i.pl.) de 30 uL de solucdo de LPS (5 pg/pata diluido em solucéo salina
0,9%) segundo protocolo de Levy!?® (1969) e Sponchiado!!® (2015) com algumas
adaptacdes. Apdés uma hora a espessura da pata dos animais foi determinada
novamente, quantificando assim o edema. Todas as afericbes foram realizadas pelo

mesmo operador para diminuir variacées provenientes do método.
Divisdo dos grupos:

1) Controle (apenas aplicacao de LPS)

2) Veiculo (creme néo-iénico) + LPS

3) Dexametasona em creme 5% + LPS

4) AuNPs 0,1% em creme + LPS

5) AuNPs 0,6% em creme + LPS
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4.4. Modelo in vitro - Cultura de células

4.4.1. Cultivo de Fibroblastos 3T3 e Macr6fagos RAW 264.7

Os fibroblastos 3T3 e macrofagos RAW 264.7 provenientes do banco de células
do Rio de Janeiro foram cultivados em Meio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM)
suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) em garrafas de cultura mantidas
em ambiente umidificado a 37°C e 5% de CO2. O meio de cultura era trocado a cada
2 dias. Ambas as espécies celulares apresentavam tempo de dobramento de 2 dias.
Apds a monocamada celular atingir confluéncia as células eram lavadas com solugéo
de PBS estéril. Para o desprendimento dos fibroblastos a garrafa era incubada por 5
minutos com 3 mL de tripsina 0,25%. ApGs as células desaderirem do fundo da garrafa
era adicionado igual volume de DMEM a 10% de SFB. Em cultura de macrofagos as
células eram desaderidas da garrada com o auxilio de um “scraper”. As células eram
entdo homogeneizadas em DMEM a 10% de SFB e a suspensédo celular era
transferida para outras garrafas. Ao inicio de cada experimento era realizada a
contagem das células em camara de Neubauer para determinacédo da proporcao de
células por poco. Para o procedimento de contagem, apés as células desaderirem da
garrafa, a suspenséo celular era centrifugada, o sobrenadante descartado e o pellet
celular ressuspendido em 1 mL de DMEM a 1% de SFB. Uma aliquota de 10 pL da
suspensao celular era acrescida em 10 pL de solucdo de azul de tripan e realizada
contagem em camara de Neubauer. Em seguida, o nimero de células era multiplicado
pelo fator de diluicéo (2) e por 104, para quantificacdo do nimero de células presentes

na suspenséao de 1 mL, como demonstrado na equagéao abaixo.

N@ de células em 1 mL = n® de células contadas X 2 X 10*
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Figura 9. Visualizacdo das células utilizadas do estudo obtidas em microscépio invertido. A)
Fibroblastos 3T3. B) Macréfagos RAW 264.7.

4.4.2 Avaliacdo do efeito das AuNPs na viabilidade celular de fibroblastos e

macrofagos pelo ensaio de Thyazolyl Blue Tetrazoliumbromide (MTT)

Foi avaliado o efeito das dispersdes de AuNPs de 10, 20 e 30 nm de diametro
nas seguintes concentragdes: 1,25; 5; 15 e 35 mg/mL, nos periodos de 12, 24 e 48
horas na viabilidade celular de fibroblastos 3T3 e macrofagos RAW 264.7, através do

ensaio do Thyazolyl blue tetrazoliumbromide (MTT).

O MTT é indicado para determinacgao do numero de células vivas com atividade
mitocondrial intacta através de espectrofotometria, podendo ser utilizado como
medida de viabilidade celular. Trata-se de um método colorimétrico que verifica a
atividade da enzima desidrogenase mitocondrial em reduzir o corante 3[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-brometodifeniltetrazolium (MTT) produzindo cristais de formazan
insolaveis em agua, passando da coloracdo amarela para purpura. Ao adicionar o
agente solubilizante dos cristais ocorre a ruptura das membranas celulares liberando
o formazan (corante) para analise espectrofotométrica a 570 nm (Mosmann2°1983).

Os fibroblastos 3T3 e macréfagos RAW 264.7 foram plagueados na proporcao
de 0,14 x 10° células/poco em placas de 96 pocos com DMEM a 1% de SFB. Apés
incubacéo das placas por 24h em incubadora a 5% de CO2 e 37°C o meio foi removido
e adicionado DMEM a 1% SFB com as dispersfes de AuNPs nas concentracfes de
35, 15, 5 e 1,25 mg/L, sendo cada concentracéo adicionada em triplicata. Pocos que
receberam apenas DMEM a 1% SFB sem tratamento foram utilizados como controle.
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Os testes de citotoxicidade foram realizados apés 12, 24 e 48h de tratamento das
células com as dispersdes de AuNPs. ApGs a incubacgédo das células com o tratamento
pelo periodo determinado o sobrenadante dos pocos foi removido e aplicado 200 L
de solugcéo de MTT a 0,5 mg/mL. As placas foram mantidas por 3h em incubadora de
CO2. Em seguida, o conteudo da placa foi descartado invertendo-a e adicionado 200
pL de etanol em cada pocgo. A placa foi mantida em agitador de placas por 10 minutos
e o0 conteudo de cada poco lentamente homogeneizado para dissolucédo dos cristais.
Por fim, foi feita leitura da absorbancia dos pocos da placa por espectrofotometria em

leitor de microplaca a 570 nm. Os experimentos foram realizados ao menos 3 vezes.

ApGs obter os valores de absorbancia foi calculada a viabilidade celular dos
fibroblastos e macréfagos que receberam os diferentes tratamentos em comparacéo
com o controle. Os pocos que recebem apenas DMEM a 1% de SFB foram

considerados como 100% de viabilidade celular.

4.4.3. Avaliacdo do efeito das AuNPs na viabilidade celular de fibroblastos e

macrofagos pelo ensaio de Vermelho Neutro

Também foi avaliado o perfil citotoxico das dispersdes coloidais de AuNPs de
10, 20 e 30 nm de diametro nas seguintes concentragdes: 1,25; 5; 15 e 35 mg/mL,
nos periodos de 12, 24 e 48 horas na viabilidade celular de fibroblastos 3T3 e

macrofagos RAW 264.7, através do ensaio do Vermelho Neutro (VN).

O ensaio de incorporacdo de vermelho neutro proporciona um estimativa
quantitativa do namero de células vidveis em cultura, sendo um dos testes de
citotoxicidade mais utilizados. O teste € fundamentado na capacidade de células
viaveis incorporar e se ligar ao corante. Trata-se de um corante catiénico fraco que
penetra as membranas celulares por difusdo passiva ndo-ibnica concentrando-se nos
lisossomos, onde se liga por ligagOes eletrostaticas hidrofébicas a grupos aniénicos

ou fosfato na matriz lisossomal (Repetto et al.*?1 2008).

Os fibroblastos 3T3 e macréfagos RAW 264.7 foram plagueados na proporgéo
de 0,14 x 10° células/poco em placas de 96 pocos com DMEM a 1% de SFB. Apds
incubacéao das placas por 24h em incubadora a 5% de CO? e 37°C o meio foi removido

e adicionado DMEM a 1% SFB com as dispersfes de AuNPs nas concentracdes de
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35, 15, 5 e 1,25 mg/L, sendo cada concentragédo adicionada em triplicata. Pogos que
receberam apenas DMEM a 1% SFB sem tratamento foram utilizados como controle.
Os testes de citotoxicidade foram realizados apos 12, 24 e 48h de tratamento das
células com as dispersdes de AUNPs. Apés a incubacao das células com o tratamento
pelo periodo determinado, o sobrenadante foi descartado e foram pipetados 200 pL
de solugcdo de Vermelho neutro a 0,5% em DMEM a 1% de SFB previamente
centrifugada e a mantida por 30 minutos a 37°C. As células foram incubadas com o
corante por 3 horas. Apos o tempo de acdo do corante, fora do fluxo laminar, o
sobrenadante foi descartado, os poc¢os lavados com solucéo de formaldeido e CaCl2
e pipetado 200 uL de solucéo de acido acético e etanol. As placas eram entéo levadas
ao agitador de placas por 10 minutos até a completa dissolucdo do corante e entédo
realizada leitura de absorbancia em espectrofotdmetro em um comprimento de onda

de 540 nm. Os experimentos foram realizados ao menos 3 vezes.

ApGs obter os valores de absorbancia foi calculada a viabilidade celular dos
fibroblastos e macréfagos que receberam os diferentes tratamentos em comparacao
com o controle. Os pocos que recebem apenas DMEM a 1% de SFB foram

considerados como 100% de viabilidade celular.

4.4.4. Avaliacdo do efeito das AuNPs na viabilidade celular de macréfagos e

fibroblastos pelo método de excluséo do azul de tripan

A andlise de viabilidade celular de fibroblastos 3T3 e macrofagos RAW 264.7
realizada através do teste de exclusao do corante azul de tripan foi realizada de acordo
com protocolo descrito por Barile'?? (1994) e Silveira’®® (2011) com pequenas
modificacdes. As células foram plaqueadas na proporcéo de 1x10° (para 12h) e 1x10*
(para 24 e 48h) células/poco em placa de 96 pogos. Apds 24h foram aplicados nos
pocos em duplicata as dispersdes de AUNPs de 10, 20 e 30 nm nas concentragdes de
1,25; 5; 15 e 35 mg/mL, sendo utilizados po¢os com apenas DMEM a 1% de SFB para
controle. Foi verificada a viabilidade de fibroblastos e macréfagos apds 12, 24 e 48h.
Apbs o periodo determinado, o meio foi removido dos pogos, sendo estes lavados
com PBS. As células foram desaderidas dos pogcos com a aplicacdo de 100 pL de
solucéo de tripsina/EDTA (0,05%/0,02%) por 5 minutos e seguido pela adi¢cao de igual



56

volume de DMEM a 1% de SFB. Uma aliquota de 10 pL de cada poco foi adicionada
a 10 pL de azul de tripan a 0,4%, a solugcéo foi homogeneizada e transferida para
camara de Neubauer. Foi realizada a contagem de células em quatro quadrantes
diferentes, diferenciando-se as formas viaveis, que permaneciam translicidas devido
a integridade da membrana celular que impede a penetragdo do corante, de inviaveis,
gue foram coradas em azul pela penetracdo do corante através da membrana celular

danificada, por visualizacdo em microscoépio invertido (AxioVert 40 CFL).

Para o célculo da viabilidade celular a seguinte férmula foi aplicada a cada

quadrante contado:

numero de células viaveis

. ony —
Viabilidade celular (%) rotal de células contadas %X 100

Os dados obtidos foram expressos como porcentagem do total de células
vidveis em comparacdo ao grupo controle que ndo recebeu qualquer tipo de
tratamento, sendo considerada nesses pocos como 100% de viabilidade celular.
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Figura 10. Contagem de células RAW 264.7 em camara de Neubauer no teste de exclusao do azul de
tripan através de visualizacdo em microscopio invertido.
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4.5. Andlise Estatistica

Os dados foram analisados usando a Analise de Variancia de ANOVA de uma
via, e aplicado pés-teste de Tukey quando foi encontrada diferenca significativa entre
0S grupos, sempre apos ser verificada a normalidade dos dados com o teste de
Shapiro-Wilk. Os dados foram expressos como média £ E.P.M. com intervalo de
confianga de 95%, sendo valores de P menores que 0,05 (p<0,05) considerados como
indicativos de significancia. As andlises foram realizadas em software estatistico

GraphPad Prism, Sao Diego, Califérnia, EUA (versao 5).
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5. RESULTADOS

5.1. Caracterizacdo das Nanoparticulas de ouro de 10, 20 e 30 nm:

A figura 11 corresponde aos espectros eletrénicos de absorgdo na regido do
ultravioleta-visivel para as dispersfes de AunPs-10 nm, AuNPs-20 nm e AuNPs-30
nm, e revelam a presenca de uma banda de SPR em 521 nm, 528 nm e em 545 nm,
respectivamente. Tais resultados corroboram com estudos anteriores que apontam
que tais espectros eletrbnicos de absorcdo sdo caracteristicos de nanoparticulas de
10, 20 e 30 nm de formato esférico (Alkilany e Murphy®® 2010, Philip1©2008).
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Figura 11. Espectros eletrdnicos de absorcdo na regido do ultravioleta-visivel para as dispersfes
coloidais de ouro (AuNPs 10, 20 e 30 nm). A) Espectro de 521 nm de absorbéancia para as AuNPs - 10
nm. B) Espectro de 528 nm de absorbancia para as AuNPs - 20 nm. C) Espectro de 545 nm de

absorbancia para as AuNPs - 30 nm.



59

Os difratogramas de raios-X apresentados na figura 12 mostram a presenca de
reflexdes proximas a 38°, 44° e 64° sendo compativeis com o espectro padréo de ouro
metalico, além de evidenciar seu carater cristalino pela nitida formac&do dos picos
(JCPDS number: 4-0784) (Yan et al.112 2005, Singh et al.*?4 2009, Aswathy Aromal e
Philip2®2012).

A partir dos dados expressos nos difratogramas de raios-X, os diametros
meédios das nanoparticulas foram determinados com base na banda com sinal de
maior intensidade (20 = 38°) e empregando a equacdo de Scherrer (Yan et al.l1?
2005). Os valores obtidos foram de aproximadamente 10, 20 e 30 nm, conforme
esperado (Link e El-Sayed'?6 1999, Chen et al.1?” 2005).
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Figura 12. Difratograma com padrédo de DRX das AuNPs de 10, 20 e 30 nm. A) Padrdo de DRX das
AuNPs-10 nm com reflex8es a 38°,44° e 64,24°. B) Padrao de DRX das AuNPs-20 nm com reflexdes
38°, 44°, 64,3° e 77,25° . C) Padrdo de DRX das AuNPs-30 nm com reflex8es a 38°, 44°, 64,31° e
77,27°. Cu Ka radiacéo (A = 1,54056 A, 30 kV, 30 mA ). Velocidade de varredura 2°/min.



60

O teor de ouro nas dispersdes de AuNPs foi determinado por espectroscopia
de absorcdo atomica obtendo concentracdo de 70 mg/L para as 3 dispersdes de
AuNPs. A partir dessa concentracéo foram realizadas as diluicbes em agua destilada
estéril para as concentracfes de tratamento utilizadas no experimento de modo que
apos serem adicionadas aos pocos de cultura celular adquirissem as concentracdes
de: 1,25; 5; 15 e 35 mg/L.

As medidas de potencial zeta demonstraram o perfil anidnico das dispersdes
coloidais de AuNPs, determinando os valores de -32,5 mV, -34,4mV e -35 mV para
dispersdes de AuNPs de 10, 20 e 30 nm respectivamente. Esses dados indicam um
menor potencial de toxicidade das dispersdes coloidais pela sua carga anibnica, visto
que particulas com perfil catibnico podem interferir na capacidade de atravessar
membranas celulares carregadas negativamente e provocar danos celulares por
provocar o rompimento de membrana celular (Clogston e Patril!4 2011, Wu et al.1*®
2011).

Tabela 1. Medidas do potencial Zeta das dispers6es de AuNPs nos didmetros de 10, 20 e 30 nm

expressos em mV.

Amostra Potencial Zeta (mV)
AuNPs 10 nm -32,5
AuNPs 20 nm -34.,4
AuNPs 30 nm -35

A caracterizagdo morfolégica das AuNPs de diferentes diametros foi realizada
através de imagens obtidas por Microscopia eletrbnica de varredura por canhéao de
emissao de campo elétrico (FEG), buscando verificar se as AUNPs preservavam seu
formato esférico como proposto pelo método de sintese. E possivel verificar nas
imagens o padrédo esférico das nanoparticulas nos 3 diametros testados (figura 13).
Nas capturas de imagem obtidas pelo FEG as nanoparticulas se apresentam de maior
didmetro devido ao processo de metalizacdo realizado para proporcionar melhor
nitidez as imagens, desta forma, ndo podendo ser determinado o diametro das

nanoparticulas.
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MIRA3 TESCAN
View field: 1.54 pm L
SEM MAG: 90.0 kx | Date(m/dly): 12/16/15 Date(midly): 12116115 Performance in nanospace

SEM HV: 15.0 kV WD: 14.74 mm MIRA3 TESCAN
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Figura 13. Formato esférico das AUNPS representado através de Microscopia Eletrdnica de Varredura
por canhdo de emisséo de campo elétrico. A) AuNPs-10 nm. B) AuNPs-20 nm. C) AuNPs-30 nm.

Os testes empregados no procedimento de caracterizagdo das AuNPs foram
fundamentais para assegurar que as dispersdes coloidais de AuUNPs usadas neste
estudo apresentaram sempre as mesmas propriedades e dimensdes, tornando-as,

desta forma, aptas para serem utilizadas no estudo proposto.
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5.2. Aplicacéo topica de formulagdes de AuNPs em modelo animal de edema de
orelha induzido por TPA

Para analise do possivel mecanismo de acdo das AuNPs a partir de uma
aplicacao topica, foram utilizadas formulacées em creme e em lo¢do contendo AuNPs
de 10 nm de didametro em modelo de inflamacdo em orelha induzido pela aplicacédo
topica de TPA. Como as formulagBes testadas seriam administradas localmente por
aplicacdo tdpica, optou-se pelas nanoparticulas de menor didmetro, pois como
descrito na literatura o diametro da nanoparticula é um dos fatores determinantes para
sua capacidade de penetrar nos tecidos, sendo que geralmente isso ocorre de
maneira tamanho dependente, desse modo 0s nanomateriais de menor diametro
apresentando maior facilidade (Sperling et al.” 2008). Foram testadas as AuNPs nas
concentracfes de 0,6%, 0,1% e 0,06% em formulacdes em creme e em lo¢do. Os
resultados indicaram que, conforme a figura 14, os grupos tratados com AuNPs em
locdo ndo apresentaram reducdo significativa no edema de orelha no periodo de 6h,
assim como a formulacéo a 0,6% em creme, apresentando efeito apenas apds 24h.
Em geral, a formulacdo em creme a 0,1% apresentou os melhores resultados nos dois
periodos avaliados. Apés 24h todas as formulacdes foram capazes de reduzir a
formacéo do edema de orelha, apresentando resultados sem diferenca estatistica em

comparacao ao grupo tratado com a dexametasona.
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Figura 14. A do edema de orelha em animais tratados com formulacdo de AuNPs a 0,06%, 0,1% e
0,6% em creme e locdo apos 6 horas e 48 horas da inducdo do edema com TPA. Os dados foram
analisados pela analise de variancia de uma via (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey quando F foi
significativo. Dados expressos em um (n=5). * quando p<0,05 em compara¢ao ao grupo controle.
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Tabela 2. Inibicbes maximas do edema de orelha obtidas pela aplicacdo de Dexametasona e
formulacfes em creme e locao de AuNPs a 0,06%, 0,1% e 0,6% apoés 6h e 24h.

AVALIACAO APOS 6H

Formulacdes Diminuicao do edema de orelha (%)
Dexametasona 64

AUNPs creme 0,1% 48

AUNPs creme 0,06% 34

AVALIACAO APOS 24H

Formulacdes Diminuicdo do edema de orelha (%)
Dexametasona 91

AuNPs creme 0,6% 68

AuNPs creme 0,1% 83

AuNPs creme 0,06% 55

AuNPs locao 0,6% 71

AuNPs locao 0,1% 69

AuUNPs locéo 0,06% 60

Nota: Descritas apenas as formulacdes que apresentaram valor de p< 0,05 em comparag&éo com grupo

controle (apenas aplicagdo de TPA) nos respectivos periodos avaliados.

Para descartar a possibilidade de que a diminuicdo no edema de orelha dos
animais teria sido ocasionada pela acdo do veiculo ao invés da acdo das AuNPs, foi
realizado outro experimento com 15 animais distribuidos em 3 grupos: o grupo
controle (TPA), o grupo que recebeu a formulacdo de AuNPs a 0,1% em creme (que
obteve melhor resultado) e a inclusdo de um grupo tratado apenas com creme nao
ibnico utilizado como veiculo. Conforme a figura 15, a aplicacdo do creme néo teve
interferéncia no edema de orelha no periodo de 6 e 24h. J4 o tratamento com a
formulacdo de AuNPs a 0,1% em creme confirmou a sua acdo na diminuicdo do

edema de orelha como verificado no primeiro experimento.
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Figura 15. A do edema de orelha em animais tratados com formulacdo em creme de AuNPs 0,1% e
creme ndo idnico (veiculo) 6 horas e 24 horas apés a inducdo do edema com TAP. Os dados foram
analisados pela analise de varidncia de uma via (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey quando F foi
significativo. Dados expressos em pm (n=5). * quando p<0,05 em compara¢ao ao grupo controle.

5.3. Aplicacéo topica de formulagdes de AuNPs em modelo animal de edema de

pata induzido por LPS
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Figura 16. A do edema de pata em animais tratados com formulagdo de AuNPs a 0,1% e 0,6% em
creme apés 1 hora da indugcao do edema com LPS. Os dados foram analisados pela andlise de
variancia de uma via (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey quando F foi significativo. Dados expressos
em pm, média + E.P.M. (n=5). * quando p<0,05 em compara¢ao ao grupo controle.

O experimento mostrou que a aplicacdo prévia apenas do veiculo em creme
nao foi responséavel por diminuir de maneira significativa a formagéo do edema na pata
dos animais. A dexametasona, utilizada como controle positivo, apresentou um forte

efeito inibitério na formacao do edema. As formulacdes em creme de AuNPs a 0,1%
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e 0,6% também apresentaram efeito na diminuicdo do edema formado, n&o
apresentando diferenca estatistica em comparacdo com os resultados encontrados

pela aplicacdo de dexametasona.

Tabela 3. Inibices maximas do edema de pata obtidas pela aplicacdo de Dexametasona e formulacdes

em creme de AuNPs a 0,1% e 0,6%.

AVALIACAO APOS 1H

Formulacdes Diminuicdo do edema de pata (%)
Dexametasona 97

AUNPs creme 0,1% 84

AuNPs creme 0,6% 87

Nota: Descritas apenas as formulacdes que apresentaram valor de p< 0,05 em comparag&éo com grupo

controle (apenas aplicagédo de LPS) na avaliagdo apds 1 hora.

5.4. Viabilidade celular de fibroblastos e macréfagos

5.4.1. Viabilidade celular de fibroblastos 3T3 por MTT, Vermelho Neutro e Azul
de Tripan

Inicialmente foi analisado o potencial de citotoxicidade dos 3 diametros de
AuNPs nas concentragdes de 1,25; 5; 15 e 35 mg/L em 12, 24 e 48 h em fibroblastos
3T3 através dos ensaios de Thyazolyl blue tetrazoliumbromide (MTT) e Vermelho
Neutro (VN).
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Figura 17. Viabilidade celular de fibroblastos 3T3 pelo método do MTT e Vermelho Neutro no periodo
de 12 horas de incubagcdo com os AuNPs de 10, 20 e 30 nm nas concentragfes de 1,25; 5; 15 e 35
mg/L. Os dados foram analisados pela analise de variancia de uma via (ANOVA) seguido pelo teste de
Tukey quando F foi significativo. Dados expressos em média da % de Viabilidade celular (n=9). *
quando p<0,05 em comparagéo ao grupo controle.
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Figura 18. Viabilidade celular de fibroblastos 3T3 pelo método do MTT e VN no periodo de 24 horas
de incubagdo com os AuNPs de 10, 20 e 30 nm nas concentra¢c@es de 1,25; 5; 15 e 35 mg/L. Os dados
foram analisados pela analise de variancia de uma via (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey quando

F foi significativo. Dados expressos em média da % de Viabilidade celular (n=9). * quando p<0,05 em
comparacao ao grupo controle.
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48 Horas de Incubacao

MTT VN
150

100 - —— I:lSmglL

50

100

Viabilidade %

X
®
o)
@
S
7|
3
>

[ Il Il |
AuNPs AuNPs AuNPs

10 nm 20nm 30 nm

Controle
Controle

AuNPs AuNPs AuNPs
10 nm 20nm 30 nm

Figura 19. Viabilidade celular de fibroblastos 3T3 pelo método do MTT e VN no periodo de 48 horas
de incubag&o com os AuNPs de 10, 20 e 30 nm nas concentra¢gfes de 1,25; 5; 15 e 35 mg/L. Os dados
foram analisados pela analise de variancia de uma via (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey quando
F foi significativo. Dados expressos em média da % de Viabilidade celular (n=9). * quando p<0,05 em
comparacao ao grupo controle.

Os testes de viabilidade pela metodologia do MTT e do Vermelho Neutro
indicaram resultados parcialmente semelhantes mostrando um aumento na
viabilidade celular dos fibroblastos apds 12h em contato com as dispersdes de AUNPs
(Figura 17), apresentando valores ainda mais elevados apos 24h de tratamento

(Figura 18), seguido de uma queda abrupta no periodo de 48h indicando uma acao
citotoxica nesse periodo (Figura 19).

O aumento exagerado da viabilidade celular, especialmente ap6s 24h de
incubacao dos fibroblastos com as AuNPs, verificado pelos testes colorimétricos do
MTT e Vermelho Neutro, ndo reproduziu verdadeiramente a viabilidade dos
fibroblastos. Visto a inconsisténcia dos dados obtidos pelas duas metodologias, foi
necessaria a aplicacdo de outro método para analise de viabilidade celular. Foi
escolhido o teste de exclusdo do azul de Tripan pela simplicidade da técnica e
confiabilidade dos dados, visto que ndo dependem de analise colorimétrica por

espectrofotometria como os outros dois métodos ja aplicados.
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Figura 20. Viabilidade celular de fibroblastos 3T3 pelo teste de exclusdo do azul de tripan no periodo
de: A) 12 horas, B) 24 horas e C) 48 horas de incubac¢do com as AuNPs de 10, 20 e 30 nm nas
concentracdes de 1,25; 5; 15 e 35 mg/L. Os dados foram analisados pela andlise de varidncia de uma
via (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey quando F foi significativo. Dados expressos em média da %
de Viabilidade celular (n=8). * quando p<0,05 em comparac¢do ao grupo controle.

O teste de exclusdo do azul de Tripan indicou uma auséncia de alteragédo na
viabilidade celular dos fibroblastos apés 12h de incubacdo das células com as
dispersbes de AuNPs em qualquer didmetro e concentracdo testada (Figura 20A).
Apbs 24h de incubagédo das células com os tratamentos, ocorreu uma diminui¢cdo na
viabilidade dos macréfagos em todos 0s pogcos exceto nos pocos tratados com as
AuNPs de 10 nm na concentracao de 1,25 mg/mL e com as AuNPs de 30 nm nas

concentragdes de 1,25 mg/mL e 5 mg/mL (Figura 20B). Apés 48h essa diminuicdo da
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viabilidade celular se acentuou, sendo mais expressiva nos poc¢os tratados com as
AuNPs de 10, 20 e 30 nm na maior concentracao (figura 20C).

5.4.3. Viabilidade celular de macrofagos RAW 264.7 por MTT, Vermelho Neutro e
Azul de Trypan

Inicialmente foi analisado o potencial de citotoxicidade dos 3 diametros de
AuNPs nas concentractes de 1,25; 5; 15 e 35 mg/L em 12, 24 e 48 h em macrofagos

RAW 264.3 através dos ensaios de Thyazolyl blue tetrazoliumbromide (MTT) e
Vermelho Neutro (VN).
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Figura 21. Viabilidade celular de macrofagos RAW 264.7 pelo método do MTT e VN no periodo de 12
horas de incubagdo com os AuNPs de 10, 20 e 30 nm nas concentracdes de 1,25; 5; 15 e 35 mg/L. Os
dados foram analisados pela analise de variancia de uma via (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey

quando F foi significativo. Dados expressos em média da % de Viabilidade celular (n=9). * quando
p<0,05 em comparacgdo ao grupo controle.
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Figura 22. Viabilidade celular de macrofagos RAW 264.7 pelo método do MTT e VN no periodo de 24
horas de incubagdo com os AuNPs de 10, 20 e 30 nm nas concentracdes de 1,25; 5; 15 e 35 mg/L. Os
dados foram analisados pela analise de variancia de uma via (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey
quando F foi significativo. Dados expressos em média da % de Viabilidade celular (n=9). * quando
p<0,05 em comparacdo ao grupo controle.
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Figura 23. Viabilidade celular de macréfagos RAW 264.7 pelo método do MTT e VN no periodo de 48
horas de incubagdo com os AuNPs de 10, 20 e 30 nm nas concentrac¢des de 1,25; 5; 15 e 35 mg/L. Os
dados foram analisados pela analise de variancia de uma via (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey
quando F foi significativo. Dados expressos em média da % de Viabilidade celular (n=9). * quando
p<0,05 em comparacdo ao grupo controle.

O teste de viabilidade celular a partir do VN mostrou uma manutengéo da
viabilidade celular dos macréfagos nos periodos de 12 e 24h, ocorrendo uma pequena

reducdo apenas no periodo de 48h sendo mais expressivo para os tratamentos com
as AuNPs de 30 nm.
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O ensaio de MTT apresentou dados contrastantes aos indicados pelo Vermelho
Neutro, onde as dispersdes de AuNPs de 10 e 20 nm apresentaram um aumento

expressivo na viabilidade celular nos 3 periodos avaliados.

A fim de verificar se os tratamentos interferiam na formacdo de cristais de
formazan, mesmo na auséncia de células, foi realizado um experimento em placa de
96 pocos separada, onde 0s pogos receberam apenas as dispersdes de tratamento
sem incubacdo prévia com suspensdao de células. Transcorridas 24h foi entdo
realizada a aplicacdo da dispersdo do MTT nos pocos e incubados por 3h. Apos o
tempo de incubacdo o sobrenadante foi descartado e aplicado etanol para
solubilizac&o dos cristais de formazan a partir da redugcéo do MTT. O teste indicou que
as dispersdes de tratamento de AuNPs, principalmente as de 10 e 20 nm, foram
capazes de estimular a conversdo do MTT para os cristais de formazan em todas as
concentragdes testadas mesmo na auséncia de células. Em seguida foi realizada
leitura da placa em espectrofotometro a 570 nm para entdo obter os valores de

absorbancia.

Os valores de absorbancia foram entdo descontados dos valores das leituras
dos experimentos com células, porém as taxas de viabilidade permaneceram
elevadas, o que nédo foi confirmado através de analise das placas no microscopio

invertido.

Podemos afirmar que os testes de viabilidade celular realizados empregando
as metodologias do MTT e VN néo foram capazes de refletir a viabilidade das células
apos os tratamentos com diferentes diametros e concentracdes de AuNPs. Sendo
assim, fez-se necessario a realizacao de mais testes para verificar viabilidade celular

com o tratamento de AuNPs com um método diferente.

Outro teste foi realizado para analisar a viabilidade das células apds o

tratamento com as AuNPs com o método de exclusdo do azul de tripan.

A viabilidade celular dos pocos controle foi considerada como 100%. Todos os
didmetros e concentragbes das AuNPs ndo apresentaram efeitos citotéxicos em
macréfagos no periodo de 12h, ndo apresentando diferenca estatistica da viabilidade
celular apresentada no grupo controle. Em 24h os macrofagos se apresentaram
menos vulneraveis a danos pelas AUNPs em comparacéo aos fibroblastos. Com 24 h

de incubacédo das células com as AuNPs as porcentagens de viabilidade dos
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macréfagos sofreram uma leve reducdo, sendo significativa apenas nos pocos
tratados com as dispersbes de AuNPs dos 3 diametros utilizados na maior
concentracdo. Em 48h todas as concentracfes testadas de todos os diametros de

nanoparticulas de ouro apresentaram-se citotoxicas, com acentuada reducdo na

viabilidade dos macrofagos.
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Figura 24. Viabilidade celular de macréfagos RAW 264.7 pelo teste de exclusédo do azul de tripan no
periodo de: A) 12 horas, B) 24 horas e C) 48 horas de incubacéo com os AuNPs de 10, 20 e 30 nm nas
concentracdes de 1,25; 5; 15 e 35 mg/L. Os dados foram analisados pela anélise de variancia de uma
via (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey quando F foi significativo. Dados expressos em média da %
de Viabilidade celular (n=8). * quando p<0,05 em comparacao ao grupo controle.
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6. DISCUSSAO

Testes de caracterizacao

Os resultados da espectroscopia de Uv-Vis corroboram com estudos
anteriores, indicando que os espectros de absorcdo condizem com nanoparticulas
esféricas com diametros de 10, 20 e 30 nm. Tais resultados corroboram com o
indicado pela literatura, sendo que 0s espectros eletronicos e, consequentemente, as
coloracdes das dispersdes coloidais de AuNPs dependem da geometria e tamanho
das particulas, visto que a coloragéo resulta da interacdo dos elétrons das superficies

das nanoparticulas com a luz incidente (Alkilany e Murphy®© 2010, Philip'© 2008).

Os angulos de reflexdo apresentados nos difratogramas de raios-X sao
compativeis com o espectro padrdo de ouro metélico apresentados em estudos
anteriores, além de evidenciar seu carater cristalino (JCPDS number: 4-0784) (Yan et
al.**2 2005, Singh et al.1?4 2009, Aswathy Aromal e Philip'?®>2012). A partir dos valores
da banda com sinal de maior intensidade (20 = 380) foi possivel verificar o diametro
médio das AuNPs através do emprego da equacéo de Scherrer (Yan et al.*'? 2005),
corroborando com os diametros indicados pela espectroscopia de UV-Vis. Pode-se
verificar que no DRX, com o aumento do tamanho das particulas a banda de SPR
caracteristica torna-se mais larga e desloca-se em direcao ao vermelho, e os picos de
DRX tornam-se mais estreitos (Link e EI-Sayed'?6 1999, Chen et al.1?” 2005).

Quase todos os materiais particulados em contato com um liquido adquirem
uma carga elétrica em sua superficie, aparecendo devido a dissociacdo de grupos
ionogénicos na superficie da particula e pela adsor¢éo diferencial de ions da solugéo
na superficie da particula. Forma-se uma dupla camada elétrica na interface da
particula com o liquido. O potencial zeta é funcdo da carga superficial da particula, de
qualquer camada adsorvida na interface com o meio e da natureza e composi¢éo do
meio que a circunda. Esse potencial pode ser determinado experimentalmente
refletindo a carga efetiva nas particulas, se correlacionando com a repulsao
eletrostatica entre elas e com a estabilidade da solucdo, deste modo, sendo um
indicador util da carga de superficie, podendo ser usado para prever e controlar a

estabilidade de solugdes ou dispersdes coloidais. Quanto maior o potencial zeta
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(catidnico ou anidnico), mais provavel que a solucdo seja estavel, pois as particulas
carregadas se repelem umas as outras e essa forca supera a tendéncia natural a

agregacdo (Martins32007).

Nanoparticulas que apresentam potencial zeta entre -10 e +10 mV sdao
consideradas aproximadamente neutras, enquanto sdo consideradas fortemente
catibnicas nanoparticulas com potencial zeta superior a +30 mV e fortemente
anibnicas as com potencial zeta inferior a -30 mV. Como a membrana celular da
maioria das células s&do carregadas negativamente, o potencial zeta das
nanoparticulas pode interferir na sua tendéncia de permear membranas, sendo que
particulas catibnicas geralmente apresentam mais toxicidade associada com
rompimento de membrana celular (Clogston e Patrit'4 2011, Wu et al.1*>2011). Desta
forma, os valores anibnicos verificados nas dispersdes coloidais de AuNPs

evidenciam sua menor chance de toxicidade, além de demonstrar sua estabilidade.

Na caracterizacdo morfologica, as imagens do FEG demonstraram o padrao
esférico das AuNPs, corroborando com o proposto pela metodologia de sintese, bem
como com os resultados da espectroscopia Uv-Vis. Porém, como foi necessario
submeter as amostras ao processo de metalizagao para melhor definicdo das imagens
no FEG, o procedimento de andlise composicional (EDS) e mensuragéo do diametro
das amostras ndo puderam ser realizados. Ainda é necessario buscar uma
metodologia adequada quanto ao processamento das AuNPs para analise por FEG
gue ndo dependa do procedimento de metalizacdo para se obter imagens nitidas em

elevadas ampliagoes.

Experimentos in vivo

Como as AuNPs sdao sintetizadas em meio liguido no momento em que eram
incorporadas nas formulacdes, as mesmas adquiriam consisténcia mais liquida. Nas
formulagBes de AUNPs em logéo essa caracteristica foi mais acentuada, podendo ter
influenciado na permanéncia do composto no local aplicado, no modelo de edema de
orelha induzido por TPA, e consequentemente interferido nos resultados,
especialmente na avaliagéo de 6h.
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O TPA atua estimulando a formag¢do de metabdlitos do acido araquiddnico,
apos ser metabolizado pelas vias enziméticas da ciclooxigenase e lipooxigenase
(Young et al.}16 1983). Visto que a ativacdo do NF-kB pode regular a transcricdo da
COX-2 (Lee et al.''” 2004), e as AuNPs podem atuar inibindo a ativacédo dessa via
(Jeon et al.22003), os resultados apresentados no modelo animal de edema de orelha
induzido por TPA podem indicar que o tratamento com as AuNPs pode ter de fato
interferido nessa ativacdo do NF- kB, minimizando a expressédo da COX-2 a nivel de
transcricdo levando a diminuicdo da formacao dos metabdlitos do acido araquidénico

responsaveis pela formacao do edema.

No modelo de edema de pata induzido pela aplicagédo de LPS, os resultados
obtidos indicam que a aplicacéo tépica de AuNPs apresenta efeito anti-inflamatorio
diante de um quadro localizado de inflamacdo com componente bacteriano,

semelhante a resposta inflamatéria que ocorre na doenca periodontal.

O LPS atua no organismo ativando a resposta imune inata através do seu
reconhecimento pelo TLR-4. A ligacdo do LPS com seu receptor levara a ativacao de
vias de sinalizacdo intracelular como a via do NF-kB, permitindo sua migracdo ao
ndacleo que ira desencadear a transcricdo de RNAm para posterior producdo de
citocinas e mediadores inflamatérios como TNF-a e IL-1B (Abbas et al.’®> 2012). Na
doenca periodontal, a presenca continua de bactérias gram-negativas de modo a
estimular de maneira constante a resposta imune através do TLRs, é responsavel por
manter o tecido em uma condicdo inflamatéria cronica (Hans e Hans!?2011). Estudos
prévios demonstram a capacidade das AuNPs em inibir a ativacdo do NF-kB, e
consequente diminui¢do da producdo de mediadores responsaveis pela manutencao
da inflamacéo (Jeon et al.2 2003, Norton® 2008, Bondeson e Sundler®® 1995). Deste
modo, o0 modelo utilizado de edema de pata induzido por LPS permite verificar a
capacidade das AuNPs de interferir nesse processo através de sua aplicacéo topica,

visto seu mecanismo de acao proposto pela literatura.

A avaliacdo da aplicacédo topica de formulagbes AuNPs é interessante por
poder avaliar de forma in vivo a toxicidade e a resposta do organismo a administracao
das AuNPs, pois até mesmo materiais inertes como o ouro podem demonstrar efeitos

inflamatérios quando aplicados em tecidos na forma particulada (Sperling et al.” 2008).

Em geral, nos testes in vivo as formulagcbes em creme e locdo de AuNPs

demonstraram resultados promissores a respeito de sua administracéo tépica para
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modulacdo da resposta frente a um estimulo inflamatorio, nesse caso induzidos pelo
TPA e pelo LPS.

Visto que a administracdo local de compostos € interessante para o tratamento
e controle de condi¢cdes inflamatdrias bucais por ser uma provavel via de
administragdo de medicamentos nesse caso, 0S resultados demonstram a
possibilidade do emprego das AuNPs para essa funcao. Desta forma seria de grande
interesse a realizacdo de estudos acerca da administracao local de formulacdes de
AuNPs em modelos mais especificos como a doenca periodontal e inflamacéo do
tecido pulpar, buscando verificar a reprodutibilidade da capacidade de modulacao da

resposta inflamatdria nesses modelos.

Experimentos in vitro de citotoxicidade

Os efeitos citotoxicos de nanoparticulas devem ser considerados por dois
aspectos: toxicidade em relacdo a natureza do material utilizado (no caso o ouro), e
efeitos toxicos relacionados a forma nanoparticulada de materiais inertes (Sperling et
al.” 2008, Albrecht et al.*? 2006).

Apesar das nanoparticulas de ouro serem compostas por materiais inertes e
nao terem sido documentados problemas de biocompatibilidade até a data (Connor et
al.'?® 2005), os testes de toxicidade s&@o necessarios. Alguns efeitos toxicos das
nanoparticulas de ouro estdo relacionados com a natureza do Au, a linhagem celular
em que é testada, a quimica de superficie e o tamanho das nanoparticulas (Sperling
et al.” 2008). Os testes de biocompatibilidade devem ser levados em conta, pois as
células expostas incorporam as nanoparticulas de ouro ficando particulas
internalizadas em compartimentos perinucleares e estruturas vesiculares perto do
nucleo (Chithrani et al.1®0 2006, Patra et al.'3! 2007), fazendo com que as células

estejam expostas a seus efeitos por periodos prolongados (Sperling et al.” 2008).

Os resultados do MTT e vermelho neutro apresentaram-se contrastantes em
geral, indicando que os testes de viabilidade celular realizados empregando tais
meétodos nao foram capazes de refletir a viabilidade das células apds o tratamento

com as AuNPs.
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A partir da interpretagdo dos resultados de viabilidade celular elevados no teste
do MTT varias possibilidades podem ser verificadas. Uma das possiveis
interpretacdes seria a de que as AuNPs, de 10, 20 e 30 nm nos fibroblastos, e de 10
e 20 nm nos macrofagos, estariam efetivamente estimulando a proliferacao celular.
Porém as AuNPs poderiam ter sido capazes de estimular as células interferindo na
sua atividade mitocondrial, o que também refletiria no aumento da atividade de
enzimas mitocondriais avaliadas pelo MTT. Ou ainda, as dispersdes coloidais de
tratamento com AuNPS poderiam ser capazes de, por si sO, estimular a reducéo do
MTT e levar a formacéo dos cristais de formazan, independente da presenca de

células.

Em teste realizado a parte, os resultados indicaram que as dispersdes coloidais
de AuNPs, principalmente as de 10 e 20 nm, foram capazes de estimular a conversao
do MTT aos cristais de formazan em todas as concentragdes testadas, mesmo na
auséncia de células, sendo realizada a medicdo dos valores de absorbéancia. Porém,
mesmo apos considerar-se tal fato e descontar-se dos valores de absorbancia dos
testes, os resultados ainda indicavam altos valores de viabilidade celular, o que néo

era verdadeiro.

Como as AuNPs tem capacidade de penetragéo celular, pode-se suspeitar que
as AuNPs conseguiram penetrar no interior dos macrofagos (10 e 20 nm) e
fibroblastos (10, 20 e 30 nm), fazendo com que os cristais de formazan formados pela
acao das AuNPs e das enzimas mitocondriais fossem solubilizados em conjunto apés
o rompimento das membranas com a aplica¢do do etanol. Para verificar como se da
a relacdo entre as nanoparticulas e as células, seria importante realizar analises por
Microscopia Eletrénica de Transmissdo de amostras bioldgicas de cultura celular
tratadas com dispersbes de AuNPs a fim de verificar se as nanoparticulas se

encontram intra ou extracelularmente.

Sabe-se que as nanoparticulas de ouro podem se apresentar toxicas por
fatores bidticos, pela interacdo com a membrana celular, e abioticos, devido a suas
propriedades fisicas e quimicas e seus ions sollveis. Isso se torna possivel pelo seu
pequeno tamanho e elevada area superficial, o que proporciona uma elevada
reatividade (Siddiqi et al.”* 2012), podendo atuar e interagir em processos dentro e
fora da célula capazes de causar destrui¢cdo e ruptura da membrana dano oxidativo a

proteinas e lipideos da prépria membrana, e, dentro da célula, pode interferir na
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atividade da catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), lipoperoxidacao, producéo
de EROs e dano ao DNA, levando até a morte celular (Cardoso'®? 2014, Lapresta-

Fernandez et al.1332012).

Deste modo, o conhecimento sobre os mecanismos de atuacao e interacéo
das nanoparticulas com os tecidos e processos celulares é essencial para
compreensao do seu potencial funcional e téxico, para entdo possibilitar que esses
nanomateriais possam ser estudados em aplicacdes bioldgicas e empregados em
situacdes clinicas reais (Hashimoto et al.8° 2015, Alkilany e Murphy®° 2010, Sabella et
al.®1 2014, Cardoso'3?2014).

Por sua vez, os testes realizados para verificar o efeito das dispersdes coloidais
de AuNPs na viabilidade celular de fibroblastos e macréfagos pelo método de
exclusdo do azul de tripan, apresentaram resultados confiaveis e condizentes com o
que era verificado através de visualizacdo em microscépio invertido. Apos 12h de
incubacdo das células com as dipersdes de AuNPs nenhuma delas foi capaz de
diminuir de maneira significativa estatisticamente a porcentagem de viabilidade celular
de fibroblastos e macréfagos. Porém, apds 24h de incubacédo, a maior concentracao
(35 mg/L) das dispersdes de AuNPs nos 3 diametros testados reduziu a viabilidade
de macrdofagos. O mesmo ocorreu com os fibroblastos, os quais obtiveram seus
valores de viabilidade celular diminuidos, exceto nos pocgos tratados com as
dispersées de AuNPs de 10 nm na concentracdo de 1,25 mg/L e de 30 nm nas
concentracbes de 1,25 mg/L e 5 mg/L. Apés 48h de incubacdo, todas as
concentracbes e diametros testados das dispersdes de AuNPs se apresentaram
citotéxicas, sendo capazes de diminuir drasticamente as porcentagens de viabilidade
celular tanto em fibroblastos quanto em macréfagos. Nos testes com fibroblastos essa
caracteristica foi mais marcante nos poc¢os tratados com as dispersées de AUNPs nos
3 didmetros na maior concentracdo. Ja na cultura de macrofagos essa diminuicdo da
viabilidade celular em 48h ndo foi tdo acentuada nos pocos tratados com as

dispersdes de AuNPs de 30 nm em qualquer uma das concentracoes.

A citotoxicidade apresentada por AuNPs tem sido descrita como dependente
do seu tamanho e principalmente da dose utilizada (Marangoni!34 2012). Estudos in
vitro demonstram que AuNPs de 1,4 nm de diametro provocam morte celular por
inducdo de estresse oxidativo e danos mitocondriais (Pan et al.*3>2009), sendo que

AuNPs com diametro maior de 3,7 nm dificilmente se apresentam téxicas (Yen et al.136
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2009). Geralmente, quanto menor o didametro maior o potencial téxico da particula,
devido a sua maior facilidade de penetrar tecidos e membranas (Oberdorster et al.”®
2005, Armstrong et al.”® 2004), além de poder interferir em processos essenciais para
a manutencdo da homeostase celular (Auffan et al.”” 2009) devido a sua alta
reatividade resultante do pequeno tamanho e elevada area superficial (Siddiqi et al.”
2012). O aumento da razdo entre a area superficial e o volume resulta em um
correspondente aumento na reatividade quimica (Nalwa'3’ 2002). Assim, a produgéo
de novos nanomateriais ndo consistem apenas na escolha da composicdo adequada
(como o ouro no presente estudo) para determinar suas propriedades e novas fungdes
e utilidades, mas também no controle de seu tamanho e forma, de maneira que as
nanoparticulas apresentem a superficie, carga e funcionalidade requeridas
(Marangonit34 2012).

Como complemento dos testes de viabilidade celular, seria interessante
verificar de maneira in vitro o efeito do tratamento com as AuNPs na proliferacéo e
migracdo dos fibroblastos, utilizando metodologias como o ensaio do cristal violeta e
0 ensaio de Scratch. Tais métodos auxiliariam na compreensao da interferéncia das
AuNPs no processo de migracao e proliferacdo celular dos fibroblastos, essenciais
para estimular o reparo de feridas, etapa fundamental do reparo tecidual apés o
tratamento de condicdes inflamatérias do periodonto (Weinreb e Nemcovsky” 2015).

Quanto aos resultados verificados a respeito do efeito do tratamento das
AuNPs em macrofagos, também seria essencial a realizacdo de estudos que
verifiquem o efeito in vitro das AuNPs na proliferacdo celular, na morfologia dessas
células, no burst respiratorio e no perfil de ativacdo desses macrofagos apds serem
expostos as AuNPs. Podem ser utilizadas metodologias como a do cristal violeta para
andlise da proliferagdo celular, imunomarcacdo para verificar a expressdo de
receptores essenciais para a ativacdo dos macréfagos (como o CD54), além de
ensaios, como o método da reducgdo do Nitroazul de tetrazoélio (NBT), que verifiguem
a atividade desses macréfagos quanto a producdo de NO e espécies reativas de

oxigénio, essenciais para a atividade fagocitica dessas células.
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7. CONCLUSAO

e Os testes de caracterizacdo indicaram que as nhanoparticulas de ouro
sintetizadas pelo método de reducédo do acido tetracloroaurico pelo agente redutor e
estabilizante citrato de sodio apresentaram realmente os diametros médios de 10, 20

e 30 nm, formato esférico e estaveis quando em dispersao coloidal.

e Nos modelos in vivo de inflamacgao aguda, as formulagdes em creme e logcéo
de AuNPs demonstraram resultados promissores a respeito de sua administracao
topica para modulacdo da resposta frente a um estimulo inflamatério, nesse caso
induzidos pelo TPA e pelo LPS, apresentando resultados préximos aos obtidos pela

administracdo de dexametasona.

e Nos testes in vitro, os métodos do MTT e Vermelho Neutro ndo foram capazes
de reproduzir de maneira fiel a viabilidade celular de fibroblastos e macréfagos apos
a exposicao as AuNPs, sendo o teste de exclusdo do azul de tripan o0 método mais
adequado. As AuNPs ndo apresentaram efeitos toxicos no periodo de 12h de
incubacdo. Em 24h, a maior concentracao (35 mg/L) das dispersdes de AuNPs nos 3
didmetros testados reduziu a viabilidade de macréfagos, e os fibroblastos obtiveram
seus valores de viabilidade celular diminuidos pela maioria das dispersdes de AuNPs
testadas. E por fim, apdés 48h de incubacéo, todas as concentracfes e diametros
testados das dispersfes de AuNPs foram capazes de diminuir drasticamente as
porcentagens de viabilidade celular tanto em fibroblastos quanto em macréfagos,

demonstrando seu efeito toxico apdés um periodo prolongado de exposicao.
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