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“When dreams will never last, caught in fears 

of past 

Shades of forgotten melodies will sing your 

tears far away 

Harmony will stay If you believe in modesty 

and peace.” 

Lesiem-Temperantia 
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RESUMO 

 

O desenvolvimento de nanoplataformas contendo moléculas liberadoras de óxido nítrico (NO) 

surgiu como uma estratégia para reduzir os efeitos tóxicos, aumentando a segurança e a 

eficiência terapêutica dessa molécula. Além disso, para aplicações terapêuticas é importante o 

controle da dosagem, o que requer encontrar um método eficiente de liberação. 

Nanoplataformas à base de sílica mesoporosa (MPSi) têm se mostrado um hospedeiro 

interessante para muitas moléculas e biomoléculas. Esses materiais são facilmente 

funcionalizados, o que geralmente melhorar sua biocompatibilidade, oferecendo uma 

plataforma versátil para incorporação de doadores de NO, tais como nitroprussiato de sódio 

(SNP). O nitroprussiato de sódio é um potente doador de NO, porém, de uso limitado devido a 

liberação conjunta de uma molécula de cianeto. Estudos anteriores mostraram que MPSi 

apresentam alta adsorção de nitroprussiato de sódio, sendo esta plataforma denominada de 

MPSi-NP. Neste trabalho a nanoplataforma, MPSi-NP, foi utilizada em diferentes ensaios in 

vivo. Testes de citotoxicidade mostraram uma significativa redução na liberação de cianeto 

(64%) e ensaios biológicos, com células de mamíferos (Vero), mostraram apenas uma queda 

na viabilidade celular (13%) para a concentração de 1000 μM, enquanto o SNP exibiu um LC50 

de 228 μmol L−1. As MPSi-NP apresentam atividade semelhante para vasodilatação e ativação 

via sGC-PKG-VASP quando comparadas ao SNP livre. Ensaios de diálises, em luz ambiente e 

temperatura de 37°C, mostraram que as MPSi-NP liberam 63% de NO em contraste com apenas 

18% do SNP durante as primeiras 24 horas, indicando que a sílica atua como facilitadora da 

liberação de NO. Para atividade antibacteriana, somente o SNP apresentou atividade 

antibiofilme moderada enquanto as MPSi-NP foram capazes de reduzir as células viáveis do 

biofilme para bactérias resistentes, em 641 e 1445 vezes para a Staphylococcus aureus ATCC 

700698 e a Staphylococcus epidermidis ATCC 35984, respectivamente. As MPSi-NP 

reduziram o CIM da ampicilina pela metade para S. aureus ATCC 700698 e em quatro vezes 

para S. epidermidis ATCC 35984.  

 

Palavras-chave: nanopartículas; sílica; óxido nítrico; aplicação terapêutica. 
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ABSTRACT 

 

The development of nanoplatforms containing NO-releasing molecules emerged as a strategy 

to reduce toxic effects, improving safety and therapeutic efficiency of the molecule. 

Furthermore, for therapeutic applications, dosage control is extremely important, which 

requires an efficient releasing method. Mesoporous silica (MPSi) based nanoplatforms have 

shown themselves to be an interesting host for many molecules and biomolecules. These 

materials are easily functionalized, which improves their biocompatibility, offering a versatile 

platform to the incorporation of NO donors such as sodium nitroprusside (SNP). Sodium 

nitroprusside is a potent nitric oxide (NO) releaser, although of limited use due to its cyanide 

emission. Previous studies have shown that MPSi present high adsorption of sodium 

nitroprusside, about 323,9 ± 7,6 μmol g−1, and this platform was named MPSi-NP. In the current 

work the MPSi-NP were used in different therapeutical treatments. Cytotoxicity tests showed 

an excellent reduction in cyanide release (64%) and biological tests, with mammalian cells, 

showed only a slight drop in cell viability (13%) for the 1000 μM concentration, while SNP 

showed a CL50 of 228 μmol L˗1. MPSi-NP presented similar efficacy to vasodilation and 

activation via sGC-PKG-VASP when compared to free SNP. Dialysis assays using ambient 

light and 37ºC temperature showed that MPSi-NP released 63% of NO in contrast with only 

18% of SNP during the first 24 hours, which indicates that silica acts as NO release facilitator. 

For antibacterial activity, the SNP presented moderated antibiofilm activity and the MPSi-NP 

were capable of reducing the viable cells of biofilm to resistant bacteria in 641 times for 

Staphylococcus aureus ATCC 700698 and 1445 times for Staphylococcus epidermidis ATCC 

35984. MPSi-NP was able to reduce ampicillin’s CIM by half for S. aureus ATCC 00698 and 

four times for S. epidermidis ATCC 35984.  

 

Keywords: nanoparticles; silica, nitric oxide; therapeutic application. 
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1 INTRODUÇÃO 

O presente trabalho parte da importância do óxido nítrico e a versatilidade do uso 

de plataformas carreadores de NO à base de sílica. O nitroprussiato é um potente liberador de 

NO, no entanto seu uso é limitado devido a toxicidade do cianeto em sua estrutura. Assim, este 

trabalho de tese envolveu a síntese, estudos e aplicações terapêuticas de nanopartículas de sílica 

mesoporosa (MPSi) contendo o nitroprussiato de sódio (SNP) como liberador de óxido nítrico, 

uma nanoplataforma denominada MPSi-NP. Apresentaremos em 4 capítulos os estudos 

envolvendo liberação de NO e CN−, da nanoplataforma, sua ação como vasodilatador, agente 

antimicrobiano e algumas formulações para entrega de NO. A seguir, é apresentado de forma 

esquemática os tópicos que serão abordados em cada capítulo.  

 

Capítulo 1. NANOPLATAFORMA DE SÍLICA E CARREADORES DE OXIDO NÍTRICO. 

Apresentação sobre os principais materiais de sílica e suas atuações terapêuticas. 
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Capítulo 2. NANOPARTÍCULAS DE SÍLICA CONTENDO NITROPRUSSIATO COMO 

LIBERADOR DE NO. Este capítulo se dedica aos estudos de síntese da nanoplataforma MPSi-

NP, quantificação do nitroprussiato no material e avaliação da atividade liberadora de óxido 

nítrico e cianeto.  
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Capítulo 3. AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE VASODILATADORA E CITOTOXICIDADE 

DAS MPSI-NP. Neste capítulo são apresentados estudos sobre ação vasodilatadora das MPSi-

NP em aorta e artéria de cobaias e estudo do mecanismo de atuação, bem como estudos de 

citotoxicidade em células de mamíferos. Com os resultados obtidos desse estudo foi publicado 

um artigo na revista Molecular Pharmaceutics (fator de impacto de 4.939).  
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Capítulo 4. AVALIAÇÃO DA AÇÃO ANTIBACTERIANA DAS MPSI-NP. Neste capítulo, 

o estudo da ação das MPSi-NP na inibição de formação de biofilme bacteriano em cepas de 

bactérias gram-positivas de Staphylococcus sensíveis e resistentes e a avaliação do uso 

combinado das MPSi-NP com antibióticos padrões. Os resultados obtidos deram suporte para 

uma publicação na revista International Journal of Pharmaceutics (fator de impacto de 5.875) 

.  
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Capítulo 5- PRODUÇÃO DE FORMULAÇÕES LIBERADORAS A PARTIR DAS MPSi-

NP. Neste capítulo, será mostrado o estudo de formulações para o uso das MPSi-NP. Resultados 

obtidos da produção de fibras de algodão contendo MPSi-NP e gel hidrofílica a base de 

carbopol serão apresentados, bem como a avaliação da capacidade de entrega de NO de ambos 

os materiais.  
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2 CAPÍTULO 1. NANOPLATAFORMA DE SÍLICA E CARREADORES DE 

ÓXIDO NÍTRICO 

2.1  Funcionalização de materiais a base de sílica 

O termo sílica está associado a compostos com unidades estruturais de Si e O, de 

fórmula geral SiO2 (Gráfico 1), constituídas em seu interior por grupos siloxanos (Si-O-Si) e 

na superfície por hidroxilas ligadas a átomo de silício, denominado de grupos silanóis (Si-OH) 

[1,2]. Os grupos silanóis estão distribuídos aleatoriamente sobre a superfície e de acordo com 

sua posição recebem denominações diferentes, as quais são: 

➢ Geminais: duas hidroxilas ligadas ao mesmo átomo de silício (Gráfico 1a) 

➢ Vicinais: hidroxilas ligadas a átomos de silício sequenciais (Gráfico 1b); 

➢ Isolados: hidroxila sem grupos silanóis sequencial (Gráfico 1d) 

Encontra-se também na superfície da sílica grupos siloxanos (Gráfico 1c) idênticos 

aos do interior da estrutura [1]. A presença de grupos OH na superfície do material possibilitam 

modificações químicas alterando suas propriedades[2] . 

Gráfico 1.Representação da estrutura da sílica. 

 

Fonte: O autor 

O polímero -SiO2- pode ser obtido através de processos de hidrólise e condensação 

de precursores de sílica (Gráfico 2) dos quais podem ser inorgânicos, como o sódio silicato 

(Na2SiO4) ou os organosilicatos, tendo maior destaque o tetraetilortosilicato (TEOS) de fórmula 

Si(OEt)4[3]. A reação pode ocorrer em meio básico ou ácido.  O grupo alcóxido (OR) é muito 

sensível à hidrolise e apresenta alta reatividade frente a grupos OH possibilitando um efetivo 

Sílica mesoporosa  
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processo de hidrólise e condensação garantindo a formação completa da rede polimérica de 

sílica.  

Gráfico 2. Reações de hidrólise e condensação e formação do polímero SiO2 em meio básico. 

 

 Fonte: O autor 

Para obter materiais mesoporosos (diâmetro de poros entre 2 nm-50 nm), utiliza-se 

agentes direcionadores de poros no processo de síntese, geralmente são utilizados surfactantes 

que formam micelas sobre as quais ocorrem a polimerização da sílica. o CTAB é o principal 

“template” direcionador de poros utilizado para a síntese de materiais mesoporosos.[1–3] 

(Gráfico 3), sendo que, posteriormente se faz necessário sua remoção da estrutura da sílica, seja 

por calcinação ou extração em meio etanoico.[2,4]  

Na superfície da sílica e nas paredes dos poros pode-se incorporar grupos orgânicos 

ou heteroátomos, inferindo novas características à superfície, originando um material híbrido 

com propriedades da sílica e dos compostos a ela ancorados, conferindo ao material novas 

propriedades químicas. Também é possível obter compostos silanos organofuncionalizados, por 

sililação, a qual consiste na fixação de um composto triorganosilil, principalmente espécies 

como trimetilalcoxisilil em superfícies. Os silanos organofuncionalizantes mais utilizados são 

do tipo bifuncional: Y3Si-R-X (Gráfico 4).  

 

 



27 

 

Gráfico 3. Formação de mesoporosa através dos surfactantes. 

 

Fonte: Adaptado de Carvalho et al (2000) 

 

Gráfico 4. Agentes sililantes comumente utilizados na funcionalização das nanopartículas de 

sílica. 

 

Fonte: O autor 

 

O híbrido (sílica-agente imobilizado) é obtido através de dois procedimentos 

básicos, o “grafiting”, também chamado de enxerto e o direto ou co-condensação. No primeiro, 

a funcionalização ocorre em uma etapa pós a síntese e no segundo os agentes funcionalizantes 

são adicionados durante a formação da estrutura do material [3]. A imobilização pode ocorrer 

por meio de ligação covalente, adsorção, policondensação e/ou revestimento do material 

(Gráfico 5).  
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Gráfico 5. Possíveis processos de funcionalização da sílica. 

 

Fonte: O autor 

 

2.1  Nanopartículas de sílica carreadoras de fármacos  

Materiais baseados em sílica ganham cada vez mais destaque devido a suas 

propriedades, tais quais: estabilidade térmica, resistência mecânica e inercia frente a ataques de 

agentes químicos[5–8]. Na literatura são observadas diversas modificações em superfície de 

materiais a base de sílica[9–14], decorrente da presença de sítios ativos com elevado índice de 

ordenação na superfície externa e interna[15,16]. Especial atenção vem sendo dada às sílicas 

mesoporosas, pois possuem elevada área superficial e grau de ordenamento de poros[10] e por 

apresentarem estrutura com tamanhos de poros entre 2 a 50 nm. 

Por todas essas particularidades é que os materiais à base de sílica mesoporosa são 

estudados para diversas aplicações, tais como: remediação ambiental[17], cromatografia[18], 

biosensores[19], sistemas catalíticos[20], proteção de corrosão[21] como também as aplicações 

na área de medicina[22], como diagnostico de imagem[23], reconstituição óssea[24] e 

carreamento de fármacos[25,26]. Além disso, o uso de materiais de óxido de silício é aceito 

pela U.S. Food and Drug Administration[27], sendo classificado como "Geralmente 

Reconhecida como Segura" (GRAS) e usado em cosméticos e aditivos alimentares[28], 

tornando-se assim, de grande interesse em aplicações medicinais. A importância deste tema fica 

mais evidente no Gráfico 6, que relaciona o quantitativo de publicações, disponíveis no ISI web 
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of Science, com uma pesquisa relacionando com “sílica” e “drug delivery” vêm aumentando a 

cada ano, refletindo a importância de estudos para esse tipo de aplicação.  

 

Gráfico 6. Gráfico mostrando o número de publicações envolvendo as palavras-chave: “silica” 

e “drug delivery”, realizado na ISI web of Science em 25.04.22. 
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Fonte: O autor 

Devido sua versatilidade e a sua alta área superficial os materiais de sílica 

incorporam quantidades significativas de diversas moléculas de fármacos. Diversas 

metodologias têm sido utilizadas, de acordo com a necessidade e especificidades: (I) utilização 

ou não de direcionador de poros ou outros templates, (II) remoção do direcionador de poros via 

extração ou calcinação, (III) funcionalização via condensação ou enxerto ou revestimento e as 

possíveis combinações desses procedimentos (Gráfico 7). Esses procedimentos visam melhorar 

o carreamento e direcionamento desses materiais a regiões específicas, tais como células 

neoplasiaígenas. Devido as configurações estruturais dos poros e as interações da superfície 

com os fármacos, a sílica pode proporcionar uma liberação lenta e controlada, diminuindo o 

número de doses e a quantidade de fármaco administrado. 

Nanoplataformas de sílica possuem boa biotranslocação, entrando em tecidos e 

atravessando a parede celular e, por apresentarem baixa toxicidade, tornam-se fortes candidatos 

em aplicações terapêuticas [29]. O Gráfico 8 mostra o processo administração convencional de 

fármaco (Gráfico 8a) onde se observa picos de altas e de baixa concentração em contraste com 

a administração via liberação controlada (Gráfico 8b), em que a concentração do fármaco se 

mantém praticamente constante dentro de níveis benéficos [30]. 
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Gráfico 7. Funcionalização de materiais de sílica 

 

Fonte: O autor 

 

Gráfico 8. Efeito na administração convencional e por liberação controlada. 
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Fonte: Adaptado Graham et al (2018) 
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2.2  A importância do Óxido Nítrico 

 O óxido nítrico, também conhecido por monóxido de nitrogênio ou monóxido de 

azoto é um gás solúvel de fórmula química NO produzido por células endoteliais, macrófagos 

e neurônios. Por muito tempo acreditava-se que o óxido nítrico (NO) fosse apenas uma 

substância nociva que em grandes concentrações causava danos ao meio ambiente. Porém na 

década de 1980, descobertas sobre a bioquímica do NO começaram a modificar esse 

conceito[31]. Devem-se destacar quatro descobertas que tiveram grande repercussão e 

aumentaram o interesse pela bioquímica do óxido nítrico: 

➢ O envolvimento do NO em vários processos biológicos, incluindo vasodilatação, 

inibição da agregação plaquetária e comunicação neural; 

➢ A ativação da enzima guanilato ciclase, que catalisa a conversão de guanosina 

trifosfato (GTP) em guanosina monofosfato cíclica (cGMP); 

➢ O efeito citotóxico do óxido nítrico após ser eliminado por macrófagos ou por 

outras células do sistema de defesa dos seres vivos; 

➢ A produção endógena do NO a partir da conversão do aminoácido L-Arginina por 

um mecanismo enzimático (Gráfico 9), que envolve uma família de enzimas 

denominadas Óxido Nítrico Sintase (NOS)[32]. 

 

Gráfico 9. A produção endógena do NO a partir da conversão do aminoácido L-Arginina. 

 

Fonte: Adaptado de Wimalawansa (2000) 

 

O NO quando presente no interior da célula muscular liga-se ao íon Fe2+ do grupo 

heme da enzima guanilato ciclase (GCs), causando alteração na conformação da enzima e 

ativando-a (GCa). A GCa é capaz de catalisar a produção de guanosina monofosfato cíclica 

(GMPc) a partir da guanosina trifosfato (GTP) que ativa a proteína quinase G (PKG)[33]. A 

Óxido Nítrico  
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PKG atua na fosforilação de vários alvos biologicamente importantes, agindo em diferentes 

funções: regulação do relaxamento do músculo liso[34], função plaquetária[35], metabolismo 

do esperma[36], divisão celular[37] e síntese de ácidos nucleicos[38]. Porém, em paralelo, o 

cGMP é hidrolisado pela enzima fosfodiesterase (PDE-5) a 5’GMP que é inativo[39](Gráfico 

10). 

 

Gráfico 10. Representação da atuação da molécula de NO no organismo.  

 

 

 

Fonte: O autor 
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2.3  Nanoplataformas de sílica liberadoras de óxido nítrico 

 

Diferentes plataformas transportadoras/doadoras de NO têm sido desenvolvidas, 

em parte para minimizar os efeitos de sua alta reatividade [40]. Dentre essas plataformas 

destacam-se carreadores à base de sílica contendo principalmente, diazeniodiolatos 

(NONOate), S-nitrosothiols e ancoramento de compostos orgânico e inorgânicos liberadores de 

óxido nítrico [41–48] para tratamentos de feridas, ação antineoplásico, tratamento de 

hipertensão, dentre outros, conforme resumido no Gráfico 11.  

 

Gráfico 11. Principais fontes de entrega e transporte de óxido nítrico em sílica. 

 

Fonte: o autor 

 

2.3.1 Principais plataformas de sílica liberadoras de NO e tratamentos terapêuticos 

 

2.3.1.1  Plataforma de sílica contendo diazeniodiolatos (NONOate) 

Os diazen-1-ium-1,2-diolatos, comumente chamados de diazeniodiolatos, são 

compostos contendo dois átomos de oxigênio e dois átomos de nitrogênio [N(O)-NO]−, sendo 

o grupo N=N (diazen) com carga positiva e dois átomos de oxigênio com carga negativa. Os 

Diazediolatos são capazes de liberar óxido nítrico em meio biológico[49–51] (Reação 1). 

 

Sílica-Óxido Nítrico  
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Reação 1-Diazeniodiolatos e a mecanismo de liberação de NO em pH neutro. 

 

  

Sílicas contendo diazeniodiolatos são preparadas utilizando N-[3-

(trimetoxissilil)propil] etilenodiamina via condensação ou enxerto, os quais são expostos a alta 

pressão de NO em meio básico, formando N-Diazeniodiolatos [52] (Gráfico 12).  

 

Gráfico 12. Síntese de liberadores de óxido nítrico via diazeniodiolatos em materiais de sílica. 

 

 

Fonte: Shin et al. (2008) 

A vantagem de sistemas como estes é a alta capacidade de armazenamento de 

cargas de NO, e a capacidade de liberar NO em pH próximo ao pH do meio fisiológico (~7,0). 

No entanto, a preparação desse tipo de material geralmente requer NO gasoso sob alta pressão 

[41,43,53–55], o que encarece o processo e o torna perigoso, prejudicando assim sua viabilidade 

econômica. Além disso, N-nitrosaminas que podem ser formadas durante a síntese, são 

suspeitas de causar câncer [56,57].  

 

2.3.1.2  S-nitrosotiois 

Os S-nitrosotióis são compostos constituídos por ligações moleculares entre tiol e 

óxido nítrico (S-NO), são encontrados em tecidos e exibem atividade mimética de NO. São 

amplamente utilizados como armazenamento e/ou transporte de NO [58]. A adição de grupos 
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SH pode ser realizada pela incorporação de agente sililante como o mercaptocoxissilano com 

posterior adição de óxido nítrico [59,60] (Gráfico 13). Outra forma é a polimerização superficial 

de polímeros contendo grupos tióis, com posterior adição de NO [60].  

 

Gráfico 13. Funcionalização de sílica através de compostos mercaptocoxissilano. 

Fonte: Ferro et al (2012) 

 

2.3.1.3 Compostos inorgânicos e orgânicos 

Os principais composto orgânicos liberadores de NO são os nitrocompostos e os 

nitrosocompostos, ou a própria L-Arginina. São incorporados por processo de funcionalização 

superficial da sílica e através de ligações covalente (Gráfico 14) ou adsorção por interações 

eletroestática[61,62]. 

 

Gráfico 14. Exemplo de utilização de compostos orgânicos para liberação de NO 

Fonte: Afonso et al. (2017) 
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Os principais composto inorgânicos utilizados são os compostos de coordenação 

liberadores de NO os quais são incorporados por sequencias de processo de funcionalização 

superficial da sílica e através de ligações covalente de ligação (Gráfico 15) ou adsorção por 

interações eletroestática [63–66]. Destaque-se também o uso de nitritos e nitratos[67]. 

 

Gráfico 15. Exemplo de possíveis fixações de complexo liberadores de NO. 

 

Fonte: Gorzoni eat al (2007) 

2.3.2 Principais aplicações terapêuticas de plataformas de sílica liberadora de NO  

2.3.2.1 Antineoplásico  

 Em elevadas concentrações o NO produz espécies reativas de oxigênio (ROS) 

levando a estresse nitrosativo, desaminação do DNA, nitrosação de enzima, prejudicando as 

funções celulares, inibindo a respiração celular e causando a apoptose celular[68]. Foi 

observado que a geração de ROS induzir a desglutationilação, clivagem e ativação da caspase-

8 que ativa a pró-caspase-3 causando a apoptose celular [69]. Além disso, o NO afeta o 

gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), uma enzima glicolítica e considerada como 

um gene constitutivo, esta enzima é, na verdade, rigidamente regulada e é envolvido em 

inúmeras funções celulares. A GAPDH é afetada por oxidação em seu resíduo Cys sendo 

inibida quando sofre S-nitrosilação e afeta a função glicolítica levando a morte celular. [70]. 

Além disso, S-nitrosilicação aumenta a sua ligação a Siah estabilizando-a e facilita a degradação 

de substratos nucleares e leva a morte celular[71] (Gráfico 16 e 17).  
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Gráfico 16. Exemplos de ação Antineoplásico de sílica liberadoras de NO. a) Curva de 

crescimento do tumor de acordo de nanopartículas mesoporosas ocas (HMON), com entrega de 

glicose oxidase (GOx) e L-Arginina. b) Crescimento de células de ovário neoplasiaosas (A2780 

e e HeyA8) e células de ovário transformado [T29 H-Ras (G12V) e T80 H-Ras (G12V)] na 

presença de sílica liberadora de NO (MAP com dia diazeniodiolatos). 

 

Fonte: Fan et al. (2017) e Stevens et al. (2010) 

Gráfico 17. Esquema de ação do ROS produzidos a partir de NO. 

.  

Fonte: O autor 
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O uso de sílicas liberadoras de NO vem ganhando destaque para tratamento 

Antineoplásico, por exemplo, o uso de nanopartículas mesoporosas ocas (HMON) com entrega 

de glicose oxidase (GOx) e L-Arginina tem ação Antineoplásico (Graf. 16a) [61]. Também foi 

observado que sílica-diazeniodiolatos apresentaram ação antineoplasiaígena contra diferentes 

linhagens de células ovarinas (Graf. 16b) [72]. 

Para além, materiais de sílica utilizando entrega combinada de cisplatina e NO 

(diazeniodiolatos) indicaram igual toxicidade para sílica carregada com cisplatina e sílica 

carregada com cisplatina e NO em células normais, porém, a toxicidade para células tumorais 

de pulmão, as sílicas-cisplatina-NO foram significativamente maiores.  

 

2.3.2.2 Ação antimicrobiana 

Nanopartículas contendo diazeniodiolatos, apresentam atividade contra biofilme de 

microrganismo, tais como Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, 

Staphylococcus epidermidis e Candida albicans.  Trabalhos na literatura de viabilidade 

reportam 99% de redução de células de cada tipo de biofilme causados por liberação de NO, 

com a maior eficácia (99,999%) contra P. aeruginosa gram-negativa e E. coli biofilmes (Tabela 

01) [41]. 

 

Tabela 1. Resultados reportados [41] com base em log e reduções percentuais na viabilidade 

das células em biofilmes na dose mais alta de nanopartículas de sílica de NO testadas (8 mg/mL) 

versus brancos (0 mg/mL nanopartículas).  

Espécies  Classificação Redução de log Redução (%) 

P. aeruginosa Gram-negativo 5 99,999 

E. coli Gram-negativo 5 99,999 

S.aureus Gram-positivo 2 99 

S. epidermidis Gram-positivo 2 99 

C. Albicans fungo 3 99,9 

Fonte:  Adaptado de Kafshgari et al. (2016) 

 

2.3.2.3 Tratamentos de feridas  

   Estudos de Martinez reportam a atuação de NO no processo de cicatrização de 

feridas e úlceras, além da atuação antimicrobiana. [67] Uso de nanopartículas liberadoras de 

NO através de nitrito apresentaram atividade anti-inflamatória e cicatrizante (Gráfico 18), os 

quais diminuíram a inflamação supurativa, carga bacteriana mínima e redução da degradação 
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do colágeno. Com este resultado, os autores demonstram o potencial do material para ser 

utilizado como uma nova classe de antimicrobianos aplicados topicamente para o tratamento 

de infecções e feridas.  

 

Gráfico 18. Taxa de cicatrização para sílica liberadoras de NO feridas sem e com infecção 

bacteriana causada por Staphylococcus Aureus Resistente à Meticilina (MRSA). 

 

Fonte: Adaptado de Martinez et al (2009)  
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3 CAPÍTULO 2. NANOPARTÍCULAS DE SÍLICA CONTENDO 

NITROPRUSSIATO COMO LIBERADOR DE NO 

3.1  Introdução 

3.1.1  Nitroprussiato 

Apensar da grande importância do óxido nítrico no tratamento de patologias, há 

apenas 3 medicamentos liberadores de NO no mercado: o nitroprussiato de sódio, de uso restrito 

em hospital; o dinitrato de isossorbida, indicado para tratamento da dor isquêmica cardíaca 

associada à insuficiência coronariana, seu uso pode causar cefaleia vascular, vasodilatação 

cutânea com eritema, vertigens, fraqueza, náusea, vômito, insônia, palidez e sudorese; o 

mononitrato de isossorbida, utilizado em tratamento de ataque da insuficiência coronária, 

insuficiência cardíaca aguda ou crônica, angina de esforço, de repouso e pós-infarto e seu uso 

pode causar cefaleia, hipotensão e náusea. Há também 3 fármacos promissores, porém ainda 

não aprovados pelo FDA: o molsidomine (1978) para tratamento de angina; o Linsidomine atua 

como vasodilatador e o Naproxcinod (1994) de ação anti-inflamatória. O nitroprussiato de 

sódio, exerce função vasodilatadora devido a presença do grupo nitroso, que quando entra em 

contato com eritrócitos, sofre decomposição, liberando óxido nítrico, que dilata as arteríolas e 

vênulas.   

Desde 1950 o nitroprussiato é utilizado em tratamentos em curto prazo e em casos 

graves de hipertensão[73]. Quando interage com grupos sulfidrila[74] (Gráfico 19) das 

hemácias e da parede vascular, há liberação dos íons cianetos e óxido nítrico, este agindo como 

vasodilatador direto[75].   

A toxicidade do íon cianeto no organismo é conhecida há mais de dois séculos[76] 

sendo as principais vias de atuações:  

I- Coordenação com o Fe2+ da hemoglobina formando a cianohemoglobina 

bloqueando a recepção e transporte de oxigênio no sangue[77]. 

II- ligação preferencial ao Fe3+ da enzima citocromo oxidase mitocondrial 

(citocromo a-a3) reduzindo os níveis de oxigênio nos tecidos, impossibilitando a síntese de ATP 

na cadeia respiratória. Apesar de um amplo suprimento de oxigênio, as células não podem 

utilizar o oxigênio por causa de sua cadeia de transporte de elétrons envenenada, causando uma 

hipóxia funcional ou histotóxica (Gráfico 20).   

Sílica-Nitroprussiato  
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III- O cianeto é metabolizado no fígado pela enzima rodanase junto com uma fonte 

de enxofre, e.g. tiossulfato, para formar tiocianato, um composto relativamente atóxico, que é 

eliminado por excreção renal. 

 

Gráfico 19. Mecanismo mais aceito para liberação de NO e cianeto do nitroprussiato. 

Decomposição do nitroprussiato em NO. O nitroprussiato (I) é reduzido diretamente a (II) pelas 

hemoproteínas, etc., ou indiretamente via (II) pelos tióis. O caminho que leva à liberação de 

NO é (I) → (III) → (IV) → NO 

  

Fonte: Tinker e Michenfelder (1976) 

 

https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Rodanase&action=edit&redlink=1
https://pt.wikipedia.org/wiki/Tiossulfato
https://pt.wikipedia.org/wiki/Tiocianato
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Gráfico 20. Toxicidade relaciona ao cianeto no organismo 

 

Fonte: Adaptado de kruszyna et al. (1974), Zoltani (2015) e Zimmerman (2011) 

 

 O nitroprussiato, com nome comercial de Nipride®, é administrado na forma de 

infusão endovenosa e de uso restrito em hospitais e é recomendado para tratamento de infarto 

agudo do miocárdio, doença valvular mitral e aórtica, cardiomiopatia, e tratamento intra e pós-

operatório em cirurgia cardíaca. A dose usual é de 0,5 a 10 mcg/kg/min, porém a infusão nesta 

taxa não deve ultrapassar 10 min, pois pode causar um significante aumento da taxa de íons 

cianeto, podendo atingir níveis tóxicos e potencialmente letais, exceto quando administrado por 

breves períodos ou em baixas doses (< 2mcg/kg/min.). Por isso, estudos para avaliar a 

capacidade adsortiva de nitroprussiato em nanoplataformas como as nanopartículas de sílica, 

de modo a avaliar a liberação de óxido nítrico e as formas de redução da quantidade de cianeto 

liberada são de grande relevância. 

O nitroprussiato vem sendo utilizado com fármaco desde 1950, porém, não era o 

único composto inorgânicos de nitrosila conhecido[78], mesmo assim, até hoje, continua sendo 

único a ser validado e utilizado como fármaco. Devido a relevância e importância terapêuticas 

do NO, muitas pesquisas ainda são desenvolvidas buscando compostos de coordenação 

liberadores de NO (Tabela 2).   



43 

 

Tabela 2. Alguns destaques no desenvolvimento de liberadores de NO a partir da descoberta 

do nitroprussiato.  

ano Estrutura Comentário 

1849 

       

Nitroprussiato 

Descoberta do nitroprussiato 

1858 

 

Sal preto de Roussin 

Atividade antibacteriana [79] 

1950 Nitroprussiato Uso em medicina 

1974 

 

Complexos de Pentacianonitrosil 

(M=Fe, Mn, W and Mo) 

Os complexos pentacianonitrosil de 

manganês, tungstênio e molibdênio são 

ineficazes para inibir a agregação 

plaquetária [80] 

1980 

 

[Ru(NH3)5NO]Cl3 

Relaxamento do músculo liso vascular [81] 

1991 Nitroprussiato Limitações no uso de nitroprussiato 

1998 

 

Complexos de Pentacianonitrosil 

(M=Fe, Ru, Cr and V) 

Efeitos Bactericidas [82] 

2002 

 

trans-[RuCl(NO)(cyclam)](PF6)2 

hipertensão[83] 
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2002 

 

trans-[Ru(NH3)4P(OEt)3(NO)](PF6)3 

Propriedades hipotensivas [84] 

2008 

 

trans-[Ru(NH3)4(caffeine)(NO)]C13 

Relaxamento do corpo cavernoso do coelho 

[85] 

2009 

 

 trans-[Ru(NO)(NH3)4L]n+,  no qual 

(L) é N-heterocyclic, H2O, SO3
2−, ou 

triethylphosphite 

Quimioterapia contra infecção por 

Trypanosoma cruzi [86] 

2013 

 

cis-[Ru(bpy)2(SO3)(NO)](PF6) 

Inibe a dor inflamatória [87] 

2015 cis-[Ru(bpy)2(SO3)(NO)](PF6) Proteção da mucosa gástrica [88] 

2015 Complexos de 

[Ru(bpy)2L(NO)](PF6)n  

 (L = Imidazole, 1-Methylimidazole, 

Sulfite and Thiourea) 

Agentes fotodinâmicos terapêuticos [89] 

2016 

 

[Ru(bpy)2Imn(NO)]+3 

Relaxante em corpos cavernosos humanos 

[90] 

2019 cis-[Ru(bpy)2(SO3)(NO)](PF6) Atividade leishmanicida [91] 

2020 

 

Atividade antiangiogênica [92] 
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trans-[Fe(cyclam)(NO)Cl]Cl2 

(cyclam = 1,4,8,11- 

tetraazaciclotetradecano) 

2020 cis-[Ru(bpy)2(Imn)(NO)]3+ Potencial anti-hipertensivo [93] 

Fonte: O autor 

Trabalhos recentes utilizam carreadores de fármacos para entrega de nitroprussiato 

ou liberação de NO presente no nitroprussiato e são voltados para reduzir sua toxicidade, 

visando aplicações terapêuticas tradicionais do nitroprussiato e novos tratamentos, e.g. 

tratamento de glaucoma, ação antibacteriana, tratamento de hipertensão e ação Antineoplásico 

(Gráfico 21).  

Gráfico 21. Algumas aplicações de nanoplataformas contendo nitroprussiato: a) (MPSi-NP) 

para hipertensão e doenças cardiovasculares [94], b) nanotransportadores de azul da Prússia 

mesoporoso, dopado com nitroprussiato de sódio e docetaxel (DTX @ m-PB-NO) para 

tratamento Antineoplásico [95], c) nanopartículas de sílica mesoporosa carregadas com 

nitroprussiato de sódio (SNP @ MSNs) para glaucoma [96,97] e d) Nitroprussiato (MPSi-NP) 

contendo nanopartículas de sílica (MPSi-NP) para ação antibacteriana[98].  

 

Fonte: Silva Filho et al. (2019), Feng et al. (2019), Silva Filho et al. (2021) e Hu et al (2021). 
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3.1.2 Aplicações de nanoplataformas contendo nitroprussiato   

Trabalhos recentes, mostrando que o óxido nítrico (NO) pode reduzir a pressão 

intraocular (PIO) ao direcionar a via de saída convencional, têm atraído muita atenção. Em um 

estudo relativamente recente, um colírio tópico para uso prolongado contendo nanopartículas 

de sílica mesoporosa carregadas com nitroprussiato de sódio (SNP@MSNs) mostrou ser capaz 

de reduzir a pressão intraocular (PIO) com doses baixas de nitroprussiato de sódio. O estudo 

mostrou que a viabilidade de células epiteliais da córnea humana tratadas com SNP@MSNs 

(1.0 mg mL−1) reduz significativamente a viabilidade celular (~60%), sendo, portanto, 

promissor para regular a PIO em pacientes com glaucoma primário de ângulo aberto e 

hipertensão ocular [65] e, abrindo novas possibilidades de pesquisas nesse campo 

Em outro estudo, nanopartículas esféricas mesoporosas (MNPs) foram usadas com 

entregadores de SNP (MNP-SNP) para relaxamento do vaso sanguínea, levando a um rápido 

relaxamento dos vasos aórticos, sendoeste sustentado por 3 horas[99].  Ao revestir as MNP com 

titânia (TiMSN-SNP), os autores observaram um relaxamento mais lento e mais sustentado do 

que o material não revestido[100].  

Nanocarreadores mesoporosos de azul da Prússia dopado com nitroprussiato de 

sódio (m-PB-NO) e docetaxel (DTX) foram recentemente desenvolvidos e mostram liberação 

de NO controlado por infravermelho próximo (NIR) e liberação simultânea de NO e de DTX, 

inibindo a metástase pulmonar de câncer de mama 4TI[95] 

Nos últimos 20 anos grupos têm desenvolvido liberadores de NO para diversas 

aplicações, tais como: Relaxamento do corpo cavernoso do coelho [85], inibição da dor 

inflamatória [87], atividade antiangiogênica [92], atividade leishmanicida [91], relaxante em 

corpos cavernosos humanos [90], potencial anti-hipertensivo [93]. Apesar desses esforços, até 

agora, o único complexo inorgânico liberador de NO permitido pela FDA é nitroprussiato, por 

isso, diante disso, surgem os carreadores para tentar derrubar as barreiras do uso de 

nitroprussiato.  
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3.2  Objetivos  

 

3.2.1  Objetivo Geral  

Avaliar a liberação de óxido nítrico e cianeto em nanopartículas contendo nitroprussiato de 

sódio (MPSi-NP). 

 

3.2.2   Objetivos específicos  

➢ Sintetizar nanopartículas contendo nitroprussiato de sódio (MPSi-NP) pelo método 

Stöber modificado e caracterizar o material obtidos quanto sua morfologia; 

➢ Quantificar nitroprussiato incorporado nas nanopartículas. 

➢ Quantificar o total de óxido nítrico e cianeto que pode ser liberado das MPSi-NP sob a 

incidência de luz de LED azul. 
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3.3  Metodologia  

3.3.1  Reagentes  

Os reagentes e solventes utilizados nos procedimentos experimentais estão listados 

na Tabela 3, juntamente com as respectivas procedências. 

 

Tabela 3. Lista de reagentes e solventes utilizados 

Reagentes Procedência Pureza 

Tetraetilortosilicato (TEOS) Sigma-Aldrich 98% 

Brometo de N-Cetil-N,N,N-trimetilamônio (CTAB) Sigma-Aldrich P. A 

3-Aminopropiltrietoxissilano (APTES) Sigma-Aldrich 98% 

Hidróxido de Amônia Synth 27% 

Acetona Synth  

Ácido Clorídrico Synth 65 % 

Etanol-Dinâmica  Synth 98,5% 

Nitroprussiato Sigma-Aldrich P. A 

Reagente de Griess   

tampão PBS   

Fonte: O autor 

 

3.3.2 Nanopartículas de sílica mesoporosa com nitroprussiato  

3.3.2.1  Síntese das nanopartículas de sílica mesoporosa (MPSi) 

Para a síntese das nanopartículas de sílica mesoporosa seguiu-se o procedimento 

descrito na literatura por Silva Filho et al. [48]. Assim, 0,1 g de CTAB foram dissolvidos em 

100 mL de água destilada e adicionado 1 mL de hidróxido de amônio concentrado e mantido 

em ultrassom durante 15 min. Em seguida, 10 mL de uma solução etanólica contendo 1 mL de 

TEOS e 10 mL de solução alcoólica contendo 1 mL de APTES foram adicionados 

alternadamente à solução sob sonicação e mantidas no banho ultrassônico por 15 min. O 

material obtido foi lavado com uma mistura de etanol /água (1:1) três vezes e, finalmente, 1 vez 

com acetona, e seco por 24 h a 60 °C em estufa. O surfactante foi removido das MPSi por 

extração ácida usando 0,5 g das nanopartículas e 100 mL de uma mistura de etanol/ácido 

clorídrico (99:1 v/v), sendo a suspensão foi mantida em agitação durante 16 h a temperatura 

ambiente (~25 °C). Após, o material foi centrifugado, lavado com uma mistura de etanol/água 

(1:1) por três vezes e finalmente, 1 vez com acetona e seca por 24 h em estufa a 60 ° C. 

 

3.3.2.2  Preparação das nanopartículas contendo nitroprussiato (MPSi-NP) 

Em um balão de reação contendo 50 mL de uma solução de nitroprussiato (0,5 mol 

L˗1) foi adicionado 1 g de MPSi e mantido sob agitação por 24 h em temperatura ambiente e 
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protegido da luz. Após, o material foi centrifugado e lavado três vezes, sendo duas vezes com 

água e outra com acetona, e depois seco em estufa a 30 °C por 24 h. A quantidade de NP 

incorporado na MPSi foi avaliada por espectrofotometria em um espectrofotômetro UV-Vis 

Cary 5000 (Agilent) utilizando a curva de calibração 0,0177[NP] – 0,04599=ABS ([NP] x 10-5 

mol L-1) (Gráfico 22). Para esta análise foram utilizadas 4 mg de MPSi–NP dissolvidas em 5 

mL de uma solução de NaOH 3 mol L˗1 e a absorbância foi medida em 398 nm.  

 

Gráfico 22. Curva de calibração para o nitroprussiato em solução de NaOH 3 mol L˗1. 

 

Fonte: O autor 

 

3.3.3 Quantificação de cianeto (CN−) liberado das MPSi-NP  

A quantificação do cianeto liberado das MPSi-NP foi realizada utilizando 4,5 mg 

de MPSi-NP dispersas em 10 mL de tampão PBS e a suspensão foi irradiada por 18 h. Após, 

centrifugou-se a dispersão e o sobrenadante foi filtrado em filtro 0,45 μm (Millex 

SLCR013NL). A solução foi então diluída para 100 mL e o cianeto livre na solução foi 

determinado por métodos padrão: 4500 CN–C (cianeto total após destilação) e 4500 CN–E 

(método colorimétrico), usando um Seal AutoAnalyzer 3 RH (Seal Analytical) As análises 

foram realizadas na Companhia Siderúrgica do Pecém (CSP). 

 

3.3.4 Quantificação de óxido nítrico (NO)  

A quantificação de NO foi realizada indiretamente por espectrofotometria, usando 

o reagente Griess que quantifica nitrito (NO2
–), espécie formada quando NO está presente em 

solução aeróbica. Assim, em um tubo de ensaio foi adicionado 100 mg de MPSi-NP disperso 

em 10 mL de PBS e a suspensão foi irradiada por 18 h em luz led azul, seguido de centrifugação 
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e filtração (filtro 0,45 μm, Millex SLCR013NL). Após, 1 mL dessa solução foi diluída em água 

para um volume final de 10 mL e adicionado 0,40 mL do reagente de Griess. O nitrito formado 

foi quantificado utilizando a curva padrão ABS = 42,85 x (Concentração de NO2
–) - 0,098 

(concentração em 10-3 mol L–1) (Gráfico 23). 

 

Gráfico 23. Curva de calibração para nitrito em solução PBS pH 7.2. 

 

Fonte: O autor  

3.3.5 Estudo de liberação de NO 

A liberação de NO foi monitorado através da mudança na banda no espectro FTIR 

característica de NO (em 1935 cm– 1) e/ou UV-vis e ensaio de Griess.  

3.3.5.1  Em patilhas de KBr.  

O estudo de liberação de NO foi realizado dispersando ca. 3% (m / m) de MPSiNP 

em KBr, então pressionado para 10 torr para fazer a pastilha e essa exposta a LED azul (450-

495 nm) e espectros de IV foram coletados durante 84 horas de exposição.  

3.3.5.2  Em solução aquosa 

Este estudo foi feito empregando 100 mg de MPSi-NP completamente disperso em 

10 mL de água, e irradiado com LED azul (450-495 nm) por 18 h. Depois disso, o MPSi-NP 

foi centrifugado a 5000 rpm, lavado com água, etanol e acetona, e seco a 40 °C. O 

desaparecimento da banda em 1935 cm– 1referente ao grupo NO foi acompanhado por IR e 
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outras mudanças foram monitoradas por espectroscopia Mössbauer no material sólido, bem 

como por espectroscopia eletrônica na região do UV-Vis das soluções sobrenadantesresultantes 

da centrifugação. 

 

3.3.6 Caracterização 

3.3.6.1 Microscopia Eletrônica de Varredura  

Informações sobre a morfologia como: dispersabilidade, tamanho e forma das 

partículas foram obtidos através de análise de microscopia eletrônica de varredura (MEV), 

utilizando-se um microscópio QUANTA-FEG da Central Analítica da Universidade Federal do 

Ceará. Uma suspensão da amostra em etanol foi sonicada por 30 min e gotejada em um suporte 

de alumínio contendo tira de carbono, recoberta por filme de ouro (~20nm). 

 

3.3.6.2   Isoterma de adsorção e dessorção de N2 

Para determinar as características texturais do material ao longo das etapas de 

funcionalização, utilizou-se um analisador por adsorção gasosa, modelo Autosorb-1C da 

Quantachrome Instruments. Os experimentos de adsorção/dessorção de nitrogênio foram 

realizados a temperatura do nitrogênio líquido (77 K), as amostras foram degaseificadas sob 

vácuo a 150 ºC, durante 24 h. O volume e diâmetro dos poros foram calculados pelo método de 

Barret–Joyner–Halenda (BJH de dessorção) e a área superficial foi calculada usando o método 

de Brunauer–Emmett–Teller (BET)[101]. As análises foram realizadas no Laboratório de 

Ciência e Tecnologia de Materiais da Universidade Federal do Ceará (LCTM-UFC) no 

Departamento de Física da UFC. 

3.3.6.3  Espectroscopia de absorção na região do infravermelho 

Análises de espectroscopia na região do infravermelho com transformada de 

Fourier (FTIR) foram realizadas no intervalo de número de onda de 4000 a 400 cm ̶ 1, sendo 

utilizadas pastilhas de KBr contendo 2% (m/m) da amostra. O equipamento utilizado foi da 

marca ABB, modelo FTLA 2000, localizado no Grupo de Bioinorgânica, do Departamento de 

Química Orgânica e Inorgânica da UFC.  

 

3.3.6.4  Espectroscopia Mössbauer 

As análises de Mössbauer foram realizadas antes e após o tratamento fotoquímico 

do MPSi–NP, cujos dados foram coletados em um espectrofotômetro em modo de aceleração 

constante, com uma fonte de radiação gama de 57Co (Rh) à temperatura ambiente, 110 K e 20 

K. Os dados de Mössbauer foram ajustados para funções Lorentzianas discretas, usando a rotina 
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de ajuste de mínimos quadrados do pacote de software NORMOS®. As analise foram 

realizadas no Departamento de Engenharia Metalúrgica e de Materiais da UFC. 

 

3.3.6.5  Espectroscopia de absorção na região do UV-vis 

Os espectros de absorção nas regiões do ultravioleta e do visível foram obtidos em 

espectrofotômetro Hewlett-Packard, modelo 8453 Diode-Array. As amostras foram analisadas 

em dispersão aquosa utilizando cubeta de quartzo com caminho óptico de 1,0 cm. Os valores 

de absortividade molares foram calculados pela lei de Lambert-Beer, através das medidas das 

absorbâncias das amostras em solução e em diversas concentrações. 

 

3.4  Resultados e Discussão 

3.4.1 Caracterização das MPSi-NP  

As micrografias, obtidas por microscopia eletrônica de varredura (MEV) das MPSi 

(Gráfico 24a) mostram um material com forma esférica, com distribuição de tamanho uniforme 

entre 80 e 110 nm. Pelos dados obtidos das isotermas de adsorção/dessorção de N2 (Gráfico 

24b) do MPSi o material exibe um tamanho de poros de 2,3 nm e uma área superficial de 678 

m2 g– 1 de acordo com trabalho anterior[102].  

Os espectros de IV para MPSi são mostrados no Gráfico 24c, no qual observa-se 

bandas entre 3750–3000 cm–1 (O-H e SiO-H) e 1650 cm–1 (δ H-O-H) juntamente com outras 

bandas típicas associadas à sílica em 480 cm –1 (δ O-Si-O), 920 cm –1 (νβ Si-O), 1200 cm –1 

(νasSi-O-Si), e 1100 cm –1 (νasSi-O-Si) e com 1412 cm–1(νsSi-C)[103,104]. A adsorção de 

nitroprussiato causou mudanças nítidas no espectro, aparece uma banda forte em 1935 cm–1 

(Fe-NO π-backbonding) juntamente com as bandas em 2026 cm –1 (νCN de nitroprussiato), 

2111 cm –1 (νCN de nitroprussiato), 2041 cm –1 (νCN de azul da Prússia), e 661 cm – 1 (νFe-

NO)[105] (Gráfico 24c). Observa-se um deslocamento da banda νNO do nitroprussiato de sódio 

de 1939 cm-1 para 1935 cm-1 quando preso na estrutura da sílica. 

 A análise de Mössbauer mostrou três subespectros com centros de ferro distintos. 

Um desses espectros desconvoluídos, Gráfico 24d (linha azul), mostrou um deslocamento 

isomérico (δ) e um momento quadrupolo nuclear (Δ) de -0,09 e 1,53 mm/s (atribuído ao 

Nitroprussiato)[106]. Os outros dois núcleos exibiram δ de 0,54 mm/s (verde) e 0,18 mm/s 

(linha vermelha), juntamente com Δ de 0,79 mm/s (verde) e 0,00 (linha vermelha), 

respectivamente (Gráfico 24d) atribuído ao azul da Prússia decorrente da degradação do 

nitroprussiato durante o processo de adsorção[107]. No entanto, PB é altamente insolúvel, 
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considerado não tóxico, bem tolerado e difícil para o trato digestivo para absorver[108]. Desde 

2003, o PB tem sido um medicamento aprovado pela FDA usado para o tratamento de 

contaminação interna com 137Cs e 201Tl radioativos, vendidos como Radiogardase. Assim, a 

presença desse composto no produto não representaria um problema para aplicações biológicas 

 

Gráfico 24. Caracterizações de nanopartículas. MEV (a), adsorção-dessorção de N2 para MPSi 

(b), espectro de FTIR para MPSi e MPSi-NP (c) e Mössbauer para MPSi-NP (d). 

 

Fonte: O autor 

O deslocamento observado no IR para a banda NOν  do nitroprussiato de 1939 cm-

1  para 1935 cm-1 nas MPSi-NP pode estar relacionado a subtração de carga do átomo de ferro 

interno por meio de efeito de doação doação π-back, provavelmente decorrente da ligação de 

hidrogênio á extremidade N do grupo axial CN[109,110]. Isso levaria a uma distorção da 

geometria do ânion nitroprussiato[111] reduzindo o deslocamento em direção ao grupo NO, 
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aumentando o comprimento de banda F-N(Fe-NO)[110]. Esse evento ocorre provavelmente 

pela presença do grupo Si-CH2-CH2-CH2-NH3
+.   

3.4.2 Quantificação de Nitroprussiato, de NO e cianeto 

A quantidade de nitroprussiato adsorvido nas MPSi foi de 323,9 ± 7,6 μmol g–1.  

Esse valor se mostra elevado quando comparado a outros trabalhos que usam SNP e outros 

sistemas de liberação de NO (Tabela 4).  

Tabela 4. Comparação de diferentes sistemas de liberação de NO na literatura. 

Material NO total 

(mol g−1) 

Método Ref. 

[Si(CH2)3(isn)Ru(NH3)4(NO)]3+ 1.3 ×10−4  Análise elementar de Ru [65] 

Si(CH2)3NH2 [SNP] 9.6 ×10−7  Análise elementar de Fe 64[64

] 

MPSi-NP 3.3 ×10−4  UV-Vis - 

Alg300-DETA/NO 6.5 ×10−4  Quimioluminescência 40 

MethylQA/NO 3.0 ×10−4  Quimioluminescência [54] 

Fonte: O autor 

A alta carga de encoramento é extremamente importante para a eficiência do 

material. Para a pastilha de KBr usando um LED azul (450-495 nm) e monitorando a banda em 

1935 cm–1 (Gráfico 25a) com base na redução de sua intensidade, observa-se a liberação de 

quase 80% do NO após 84 h de irradiação. Para o teste usando dispersão das MPSi-NP em 

solução PBS observa-se total liberação de NO após 96 horas de incubação, sendo que, 

alterações significativas foram observadas no espectro de Mössbauer (Gráfico 25b). Nesse 

espectro, são observados dois núcleos com um dupleto em δ = 0,54 mm / se Δ = 0,79 mm/s e 

um singleto a δ = 0,18 mm/s característico de azul da Prússia.  

O espectro de UV-Vis do sobrenadante mostrou uma banda espectroscópica 

característica de ferricianeto em 420 nm (Gráfico 26) e a quantificação de ferricianeto foi de 

25,3 ± 0,6 µmol em 100 mg de MPSi-NP. Ao final das 96 horas observa-se o total de NO2
– 

equivalente a 335,2 ± 3,7 μmol g–1.  

O espectro de UV-Vis do sobrenadante mostrou uma banda espectroscópica 

característica de ferricianeto em 420 nm (Gráfico 26) e a quantificação de ferricianeto foi de 

25,3 ± 0,6 µmol em 100 mg de MPSi-NP. Ao final das 96 horas observa-se o total de NO2
– 

equivalente a 335,2 ± 3,7 μmol g–1.  
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Gráfico 25. Fotoliberação de NO usando LED azul. (a) Espectro de IV de MPSi-NP em pelotas 

de KBr irradiadas com led azul, (b) espectro de Mössbauer de NPSi-NP após irradiação (96 h) 

em dispersão aquosa. 

Fonte: O autor 

Gráfico 26. Espectro de UV-Vis do sobrenadante após 96 h de fotoliberação das MPSi-NP 

dispersas em PBS 7,2 usando um led azul. 

 

Fonte: O autor 

Em contrapartida a liberação de cianeto foi reduzida em 64%, indicando uma 

redução da toxicidade relacionada a cianeto (Tabela 4). Esses resultados sugerem a 

possibilidade de o uso das MPSi-NP em terapias envolvendo oxido nítrico, principalmente para 

tratamentos envolvendo hipertensão. 
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Tabela 4. Medição de cianeto livre produzido durante o tratamento fotoquímico e químico de 

MPSi–NP para liberação de NO a partir de 1 g de MPSi–NP.  

Quantidade de nitroprussiato adsorvido  323,9 ± 7,6 μmol g–1 

Quantidade de NO liberado 335,2 ± 3,7 μmol g–1 

Redução de cianeto liberado 64,14 % 

Fonte: O autor  

 

3.5  Conclusão do Capitulo 2 

 

Foram obtidos materiais com alta capacidade adsortiva de nitroprussiato o qual 

manteve-se ativo mesmo preso na estrutura da sílica. Resultados de espectroscopia na região 

do IV e Mössbauer indicam interação entre a matriz de sílica e o nitroprussiato.  Ensaios de 

liberação de NO sob luz LED azul sugerem entrega completa do NO com menor liberação de 

cianeto. Esses resultados abrem possiblidades para novas estratégias de liberação de NO a partir 

do nitroprussiato de forma segura usando as nanoplataforma MPSi-NP. 
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4 CAPITULO 3.  ATIVIDADE VASODILATADORA E CITOTOXICIDADE DAS 

MPSi-NP 

4.1  Introdução 

  

Diferentemente de outras publicações sobre o uso de nitroprussiato em 

nanoplataformas, as MPSi-NP se mostraram capazes de reter em sua estrutura uma parcela 

significativa do cianeto. Por exemplo, o trabalho de Farooq et al.[64] indica a total liberação do 

nitroprussiato e seus subprodutos de ferro considerando a carreamento/entrega de nitroprussiato 

e não de NO. Já o trabalho de Hu et al.[65] apresenta total liberação de nitroprussiato até as 

duas primeiras horas. Isso mostra que as MPSi-NP são mais atrativas para tratamentos 

hipertensivos do que esses materiais. Indo além, abre novas possiblidades de atuação, além do 

uso recomendado para o nitroprussiato que são tratamento de infarto agudo do miocárdio, 

doença valvular mitral e aórtica, cardiomiopatia, e tratamento intra e pós-operatório em cirurgia 

cardíaca. O nitroprussiato também é utilizado para reduzir a pressão arterial (PA) durante o 

tratamento do AVC isquêmico agudo (AVCi) em pacientes submetidos à trombólise 

intravenosa (rtPA)[112]. 

Ao longo dos últimos anos o gás NO vem se destacando como um potencial 

vasodilatador pulmonar seletivo. Após a inalação, o NO difunde-se rapidamente pelos capilares 

alveolares no músculo liso subjacente do pulmão. Também foi constado que nitroprussiato 

reduz hipertensão pulmonar de forma significativa de pacientes com disfunção ventricular 

esquerda crônica [113], além de estarem associados ao remodelamento cardíaca e melhora da 

função biventricular. Devido a essas propriedades o NO pode ser utilizado em tratamento para 

crianças com doença cardíaca congênita[114], embolia pulmonar aguda (PE)[115], doença 

pulmonar obstrutiva crônica (DPOC)[116] e causa brocodilatação [117,118]. Devido a essas 

propriedades o NO pode ser utilizado em tratamento para crianças com doença cardíaca 

congênita[114], embolia pulmonar aguda (PE)[115], doença pulmonar obstrutiva crônica 

(DPOC)[116] e causa broncodilatação[117,118]. Por isso, serão realizados teste de 

citotoxicidade e vasodilatação em aorta de ratos e de porquinho da Índia e também avaliar ação 

vasodilatadora em artéria pulmonar de porquinho da Índia.  

 

 

 

 

Ação Vasodilatadora  
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4.2  Objetivos  

 

4.2.1  Objetivo Geral  

Avaliar a atividade vasodilatadora das MPSi-NP em aorta e artéria pulmonar e 

também avaliar a citotoxicidade do material. 

 

4.2.2  Objetivos específicos  

 

➢ Avaliar o potencial vasodilatador das MPSi-NP através do método de relaxação da aorta 

torácica em ratos Wistar machos e porquinhos da índia; 

➢ Avaliar o potencial vasodilatador das MPSi-NP através do método de Relaxação das 

artérias pulmonares de porquinhos da índia;  

➢  Avaliar a Ativação da Proteína Estimulada por Vasodilatador (VASP); 

➢ Avaliar a citotoxicidade através de ensaios utilizando células VERO. 
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4.3  Metodologia  

 

4.3.1  Estudo das propriedades vasodilatadoras  

Todas as análises para os estudos das propriedades vasodilatadoras das MPSi-NP e 

SNP foram realizadas no Instituto Superior de Ciências Biomédicas, da Universidade Estadual 

do Ceará. 

 

4.3.1.1  Estudos Funcionais Vasculares  

Para este estudo utilizou-se aorta torácica de ratos de Wistar e artéria pulmonar de 

porquinhos-da-índia (n = 7 animais; um vaso para cada animal). Os animais foram eutanasiados 

por overdose de tiopental de sódio (150 mg Kg−1) seguido de deslocamento cervical, conforme 

aprovado pelo Comitê de Ética da Universidade do Estado do Ceará (UECE) sob o protocolo 

nº 2897836/15. A medidas de relaxamento foram realizadas em banho de órgão (Gráfico 27). 

 

Gráfico 27. Esquema do banho de órgão e a medição da relaxação. 

 

Fonte: O autor 

A aorta torácica ou artérias pulmonares foram cuidadosamente removidas e 

cortadas em anéis de aproximadamente 4 mm de comprimento. O tecido adiposo perivascular 

foi removido do vaso enquanto era gaseado por uma mistura de 95% de O2/5% de CO2 e, em 

seguida, foi montado em um banho de órgão de 5 mL contendo solução de Krebs-Henselei a 

37°C. Após o equilíbrio, os anéis foram contraídos com fenilefrina (PE, 1 μmol L−1) e colocados 
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sob uma tensão constate de 1 g durante todo o experimento. Em seguida, foram adicionadas 

quantidades crescentes de MPSi-NP e SNP (10 10 a 10-6 mol L-1 nas aortas ou 10-10 a 10-5 mol 

L-1 em artérias pulmonares). O efeito vasorelaxante foi medido como porcentagem da contração 

por fenilefrina. 

 

4.3.1.2  Ativação da proteína estimulada por vasodilatador (VASP)  

O nível de fosforilação do resíduo Ser239 da VASP é um marcador útil para 

monitorar a ativação e sinalização da proteína quinase dependente de cGMP[119]. O VASP é 

um substrato importante para a proteína quinase G dependente de cGMP (PKG), enquanto o 

ensaio Phospho-VASP (Ser239) utiliza 2 anticorpos marcados: um com fluoróforo doador e 

outro com aceitador. O primeiro liga-se especificamente a região fosforada da proteína e o 

segundo a proteína independente do seu estado de fosforilação. A proteínas fosforadas permite 

a formação de um complexo que aproxima os dois anticorpos (fluoróforo doador e aceitador) 

gerando um sinal de Transferência de energia de ressonância por fluorescência (FRET). A 

intensidade é proporcional à concentração de proteína fosforada (Gráfico 28). 

 

Gráfico 28. Princípio da análise VASP. 

 

Fonte: (https://www.cisbio.net/phospho-vasp-ser239-cellular-kit-40519) 

https://www.cisbio.net/phospho-vasp-ser239-cellular-kit-40519
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Foi avaliado o nível de fosforilação de 1 μmol L-1 de SNP livre ou 1 μmol L-1 

contidos nas MPSi-NP, para isso, utilizou-se anéis aórticos, os quais foram homogeneizados 

em PBS e enriquecido com Halt Protease Inhibitor Cocktail (1:100; Thermo Scientific, 

Waltham, MA, EUA) e 5 mmol L-1 de EDTA de TissueLyzer (Qiagen, Hilden, Alemanha). Na 

sequência, as amostras foram centrifugadas a 17000 G a 4 °C durante 30 min, e os 

sobrenadantes foram guardados para procedimentos posteriores.  

As proteínas foram resolvidas usando eletroforese em gel SDS – PAGE. Alíquotas 

de 50 μg de proteínas foram submetidas à SDS-PAGE (10% de acrilamida) e transferidas para 

uma membrana de PVDF a 500 mA durante a noite usando um aparelho Hoefer (Holliston, 

MA, EUA). Depois disso, a membrana foi imersa em uma solução de bloqueio de TBS-T 

(0,05% de Tween 20/0,1 mol L-1 Tris/0,15 mol L-1 NaCl, pH 7,5 mais 5% BSA). As membranas 

foram então incubadas durante a noite com o anticorpo primário para Ser239 da fosfoproteína 

estimulada por vasodilatador (VASP) (1:1000, Cell Signaling, Danvers, MA, EUA), VASP 

total ou β-actina (1:5000, Sigma) como controle de carregamento interno. A membrana foi 

ainda incubada durante 1 h à temperatura ambiente com um anticorpo secundário anti-coelho 

conjugado com fosfatase alcalina. A transferência foi desenvolvida usando um kit de 

quimiluminescência (CDP Star, Applied Biosystems) e lida usando um sistema de 

fotodocumentação Chemidoc XRS+ (Biorad, Hercules, CA, EUA).  

 

4.3.2 Ensaios de citotoxicidade  

Os ensaios de toxicidade foram realizados com células VERO, as quais foram 

cultivadas em placas de 24 poços contendo 1 mL por poço. O crescimento da cultura foi 

realizado a 37°C em 5% de CO2 em uma incubadora umidificada. O meio de cultura consiste 

em RPMI 1640 (pH 7,2-7,4, sigma R8758) suplementado com soro de bezerro recém-nascido 

(2%, NCS) e penicilina e estreptomicina (100 µg/mL de cada). Após, 80% das células atingirem 

a confluência foram tratadas com SNP e MPSi-NP a 1, 5, 10, 50, 100, 500 e 1000 μmol L-1 por 

18 h. A viabilidade celular foi avaliada usando o ensaio de azul de tripano e, para esse fim, 

foram contadas 100 células por tratamento em uma câmara de Neubauer (Gráfico 29). Todos 

os experimentos foram feitos em triplicata. 

 

Gráfico 29. Metodologia utilizada para avaliar a viabilidade celular contra diferentes 

concentrações de MPSi-NP e NP livre 
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Fonte: O autor 

 

4.4  Resultados e Discussão  

 

4.4.1 Função vascular 

A ação das nanopartículas contendo nitroprussiato em tecidos foi avaliada através 

do relaxamento da aorta torácica de ratos Wistar e artérias pulmonares de porco-da-índia. As 

MPSi–NP promoveram relaxamento nos anéis aórticos de ratos Wistar (Gráfico 30) com 

potência semelhante a SNP livre, exibindo uma concentração necessária para induzir 50% de 

vasodilatação (EC50) de 26 nM [intervalo de confiança de 95% de 20–33 nM], enquanto o SNP 

livre foi de 13 nM [intervalo de confiança de 95% dos 7,9–21 nM]. No entanto, a vasodilatação 

máxima induzida por MPSi–NP (177,4 ± 7,1%) foi superior ao relaxamento máximo induzido 

por NP livre (143,8 ± 9,6%; P <0,05, teste t de Student). 

Um comparativo entre relaxamento nos anéis aórticos e artérias pulmonares de 

porquinhos-da-índia mostraram que as MPSi-NP possuem uma potência e eficácia semelhantes 

nesses tecidos (Gráfico 31). O EC50 para a vasodilatação induzida por MPSi-NP na artéria 

pulmonar foi de 193 nM [95% de confiança intervalo de 141 a 264 nM] e na aorta foi de 71,2 

nM [95% intervalo de confiança de 48-105 nM].  
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Gráfico 30. Efeito da vasodilatação em aorta de ratos Wistar e comparação de MPSi-NP 

(círculo azul) e nitroprussiato de sódio livre (SNP, quadrado laranja) nos anéis aórticos pré-

contratados com fenilefrina. * p <0,05 vs SNP na mesma concentração 
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Fonte: O autor 

 

 

Gráfico 31. Efeito vasorelaxante do MPSi-NP na fenilefrina aorta pré-contraída ou artérias 

pulmonares retiradas de porquinhos-da-índia. Não foram encontradas diferenças estatísticas. 

Fonte: O autor  

Esses resultados, juntamente com os estudos químicos, indicam uma liberação 

eficiente de NO, permitindo o uso de SNP ancorado com menor emissão de cianeto. Observa-

se similaridade na potência e eficácia, tanto para SNP livre e para SNP adsorvido quanto para 

diferentes tecidos (aorta e artéria), indicando o potencial das MPSi-NP em tratamentos de 

emergência hipertensivos, angina, hipertensão pulmonar[120].  

 

4.4.2 Ativação da Proteína Estimulada por Vasodilatador (VASP) 

A capacidade das MPSi–NP de ativar a proteína VASP por fosforilação do resíduo 

Ser239 causada por uma proteína quinase dependente de cGMP também foi semelhante ao 
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efeito do SNP livre. O nível de fosforilação desta proteína foi aumentado 4 vezes por ambos os 

compostos (Gráfico 32). A regulação dessa atividade biológica pode ser usada para prevenir 

trombose de stent, derrames e ataques cardíacos em pacientes com risco desses problemas.  

 

Gráfico 32. Efeito de 1 μM SNP ou MPSi-NP em comparação com adição isovolumétrica de 

veículo (controle) apenas ao nível de fosforilação do resíduo serina 239 da fosfoproteína 

estimulada por vasodilatador de proteínas (VASP), um substrato de cGMP ativado por cGMP 

proteína quinase (PKG). * p <0,05 vs controle, teste t de Student. 

Fonte: O autor 

4.4.3 Citotoxicidade 

Apesar das medidas de liberação de NO e cianeto indicarem diminuição da 

liberação de cianeto pelo MPSi-NP em comparação com o SNP livre, apenas essa informação 

não garante a segurança biológica. Para isso, um o teste de citotoxicidade foi realizado 

utilizando células epiteliais renais (Células Vero). Neste ensaio, SNP e MPSi-NP foram 

utilizados a partir de 1 até 1000 μmol L-1. O LC50 calculado (dose letal de 50%) para SNP foi 

228,5 μmol L-1(147,2-354,8 μmol L-1) (Gráfico 33).  

Para as MPSi-NP não foi possível estimar o LC50 usando concentrações de até 1000 

μmol L-1 (~ 3 mg mL−1). Os efeitos da vasodilatação ocorreram a faixa nanomolar em grande 

semelhança entre MPSi–NP e SNP, mas suas citotoxicidades foram muito distintas. Apesar de 

não ter sido possível medir o LC50 para o MPSi–NP consegue-se garantir que ele seja pelo 

menos 5 vezes menor que o SNP livre. A diminuição máxima na viabilidade celular induzida 

para as MPSi-NP foi de apenas 13,1 ± 3,2%. Este resultado pode estar relacionado a redução 

da liberação de cianeto. Isso é bastante animador, visto que materiais semelhantes apresentaram 

redução de 60% de viabilidade celular de células epiteliais da córnea humana [64].  
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Gráfico 33. Efeitos de SNP ou MPSi-NP (1, 5, 10, 50, 100, 500, 1000 μM) na viabilidade das 

células VERO. As células foram cultivadas em 24 poços placas até 80% de confluência foi 

alcançada. Os compostos eram incubados por 18 h, e os experimentos foram repetidos três 

vezes. 

Fonte: O autor 

 

4.5  Conclusão do Capítulo 3 

 

A ação das MPSi-NP sobre aorta e artéria pulmonar do nitroprussiato de sódio foi 

mantido em comparação a concentração equimolar encapsulado sobre a estrutura da sílica. Os 

resultados mostraram que a EC50 das MPSi-NP para a vasodilatação foi muito próxima a do 

exibido pelo nitroprussiato, embora estando fortemente preso a estrutura da sílica. Porém, e 

surpreendentemente, a citotoxicidade para as MPSi-SNP em células de mamíferos foi muito 

diferente, houve uma redução considerável na citotoxicidade em torno de 5 vezes. O efeito 

vasodilatador das MPSi-NP sobre aorta e artéria pulmonar demonstra seu potencial para 

tratamento pulmonar e sistêmico hipertensivo, diminuindo a pré-carga cardíaca e pressão 

arterial pulmonar.  
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5 CAPÍTULO 4.  AVALIAÇÃO DA AÇÃO ANTIBACTERIANA DAS MPSI-NP 

5.1  Introdução 

 

O NO atua no sistema imune e na inflamação, sendo que o NO endógeno tem efeitos 

pró e anti-inflamatórios, atuando na inibição de adesão de neutrófilos, na atividade da 

cicloxigenase, na formação de citocinas e reabsorção óssea. Em condições homeostáticas, o NO 

atua como mensageiro intracelular e um fator citoprotetor (antioxidante), bloqueia a exocitose 

de mediadores inflamatórios por células endoteliais prevenindo inflamações dos vasos 

sanguíneos. Sob estímulos inflamatórios, ocorre o aumento significativo da produção de NO 

em variados tipos de células. Esses efeitos têm consequência na formação de trióxido de 

dinitrogênio e peroxinitrito em locais de formação simultânea de superóxido, como ocorre em 

fagócitos[121,122]. As espécies reativas de oxigênio e nitrogênio derivadas do NO são 

essências para proteção contra vários patógenos intracelular, tais como vírus, bactérias, fungos 

e protozoários[123]. Além disso, o NO pode levar à morte diferentes espécies de parasitas 

[41,43,53–55]. Este fenômeno é bastante interessante para tratamentos e aplicações 

antimicrobianas[124,125].  

Infecções causadas por bactérias resistentes a antibióticos (MRA) estão entre as 

principais causas de morte para pessoas de todas as idades. Estima-se que em 2019, 4,95 

milhões de pessoas morreram de doenças, nas quais a MRA bacteriana desempenhou um papel 

importante. Dessas, 1,27 milhão de mortes foram resultado direto da MRA, o que significa que 

infecções resistentes a medicamentos mataram mais pessoas do que HIV/AIDS (864.000 

mortes) ou malária (643.000 mortes) [126]. Publicação recente estimou que até 10 milhões de 

pessoas podem morrer anualmente da AMR até 2050 [127]. Uma das principais mecanismo de 

resistência das bactérias é a formação do biofilme. 

Os biofilmes bacterianos são responsáveis pela falha de muitos dispositivos 

médicos e estão associados a muitas complicações infecciosas e não infecciosas[128]. Por 

exemplo, a chance de desenvolver infecções associadas ao cateter uretral aumenta de 3 a 7% a 

cada dia de uso[129]. Isso não ocorre somente para o cateter uretral, para a derivação ventricular 

externa cerca 9-20% dos pacientes desenvolvem uma infecção associada ao cateter[130]. Para 

sistemas intravasculares, as proteínas plasmáticas que se ligam à superfície dos cateteres 

intravasculares podem promover a adesão bacteriana, levando ao risco de complicações locais 

e sistêmicas, como infecções sanguíneas relacionadas ao cateter. As incidências de nos Estados 

Ação antibacteriana  
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Unidos somam mais de 250.000 casos/ano com uma mortalidade atribuível de até 35% e um 

gasto anual com saúde de aproximadamente US$ 2,3 bilhões[131]. 

O NO atua na dispersão celular de biofilme tanto em bactérias gram-positivas 

quanto gram-negativas. Umas das hipóteses moleculares de sua atuação é pela interação com o 

domínio H-NOX, o qual liga-se ao NO e controla a síntese enzimática ou a hidrólise do c-di-

GMP, fornecendo uma explicação molecular para a dispersão do biofilme mediada pelo 

NO[132] (Gráfico 34).  

 

Gráfico 34. Representação da atuação do óxido nítrico na produção de biofilmes 

 

Fonte: O autor 
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Biofilmes microbianos são comunidades de células aderidas a uma superfície 

revestida por uma matriz de substâncias extracelulares poliméricas. As substâncias são 

produzidas pelos próprios microrganismos e são responsáveis por aumentar a chance de 

sobrevivência em um determinado meio. O biofilme protege a comunidade contra agentes 

antimicrobianos e a resposta imune do hospedeiro. O processo de formação de biofilme é divido 

em 5 estágios (Gráfico 35)[133]:  

1- Adesão das bactérias planctônicas à uma superfície, que ocorre de forma aleatória. É 

um processo reversível e mantido por interações físico-químicas não específicas; 

2- Adesão irreversível, em que as bactérias passam a secretar substâncias que serão 

responsáveis pela manutenção da adesão e da camada que envolve o biofilme; 

3- Formação de microcolônias; 

4- Desenvolvimento da arquitetura do biofilme maduro; 

5- Dispersão, que ocorre quando o ambiente não é mais favorável à sua manutenção, e 

consiste no descolamento do biofilme maduro em forma de agregados celulares ou células 

planctônicas. Depois de desprendidas, as bactérias livres podem colonizar novos 

ambientes, reiniciando a formação de novos biofilmes. 

 

Gráfico 35. Estágios da formação patogênica de biofilme de bactérias planctônicas: [1] fixação 

inicial, [2] adesão irreversível, [3] formação de microcolônias, [4] Maturação e diferenciação e 

[5] Dispersão. 

 

Fonte: adaptada de Monroe et al. 

 

Há diversos estudos envolvendo a síntese e aplicação de nanopartículas de sílica 

mesoporosa modificadas com NONOate e sua atuação antimicróbica, porém, a produção desses 

materiais requer alta pressão de NO gasoso [41,43,53–55], o que encarece o processo e 
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inviabiliza a comercialização e também pode levar a formação de N-nitrosamina, as quais são 

em sua maioria neoplasiaígenas[56,57]. As MPSi-NP, apresentaram uma efetiva liberação de 

NO e menores teor de cianeto e redução da citotoxicidade em relação ao nitroprussiato livre. 

Estes resultados sugerem a possibilidade do uso das MPSi-NP em tratamento tópico de 

infecções causadas por bactérias, tais como, Staphylococcus aureus e Staphylococcus 

epidermidis, comumente associados com infecções de feridas, queimaduras e nosocomiais 

[134,135]. 

Staphylococcus aureus é apontado como causa de 76% das infecções de pele e 

tecido[136], o que ocasiona 10 milhões de visitas hospitalares por ano[137]. S. aureus é 

associado a dermatite atópica (DA)[138] sendo detectado em cerca de 70% dos pacientes com 

DA com pele lesionada e em 39% dos pacientes com DA com pele não lesionada[139].  Porém,  

é raramente detectado em pele saudável[140]. Staphylococcus epidermidis, por muito tempo 

foi considerado inofensivo, no entanto, hoje é considerado um dos principais patógenos 

associados a infecções hospitalares, principalmente entre os imunocomprometidos, pacientes 

imunossuprimidos, internados e gravemente doentes[141], causando infecções oportunistas, 

devido a formação de biofilmes[142].  

Vários estudos indicam que NO atua também na dispersão/redução celular de 

biofilme em bactérias[143–147], possibilitando seu uso em conjunto com outros agentes 

bactericidas e os potencializando[145]. Por isso, neste trabalho, pretende-se avaliar a atuação 

das MPSi-NP na dispersão de biofilme de cepas de Staphylococcus sensíveis a meticilina (S. 

aureus ATCC 25923 e S. epidermidis ATCC 12228) e cepas resistentes a meticilina (S. aureus 

ATCC 700698 e S. epidermidis ATCC 35984) e atuação combinada com antibiótico padrões, 

ampicilina e tetraciclina. 
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5.2  Objetivos  

 

5.2.1  Objetivos Geral 

Estudar a atividade antibacteriana das MPSi-NP e avaliar sua atividade combinada 

com antibióticos padrões. 

 

5.2.2  Objetivos específicos  

➢ Estudar a liberação de NO das MPSi-NP sob luz ambiente e temperatura corporal 

(37°C); 

➢ Estudar a ação bactericida das MPSi-NP e identificar se há Concentração Inibitória 

Mínima (CIM) e a Concentração Bactericida Mínima (CBM) sobre de cepas de 

Staphylococcus sensíveis a meticilina (S. aureus ATCC 25923 e S. epidermidis ATCC 

12228) e cepas resistentes a meticilina (S. aureus ATCC 700698 e S. epidermidis ATCC 

35984);  

➢ Avaliar o efeito das MPSi-NP sobre a atividade metabólica e o número de células viáveis 

na dispersão de biofilme de cepas de Staphylococcus sensíveis a meticilina (S. aureus 

ATCC 25923 e S. epidermidis ATCC 12228) e cepas resistentes a meticilina (S. aureus 

ATCC 700698 e S. epidermidis ATCC 35984); 

➢ Avaliar o efeito da combinação das MPSi-NP com os antibióticos ampicilina (β-

lactâmico) e tetraciclina (amplo espectro) sobre cepas resistentes a meticilina (S. aureus 

ATCC 700698 e S. epidermidis ATCC 35984). 
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5.3  Metodologia  

5.3.1 Cinética de dialise de NO e monitoramento de cianeto liberado 

O estudo de liberação de NO e cianeto das MPSi-NP foi realizado via dialise. Para 

isso, utilizou-se 11 mL (aproximadamente 11,3 g) de uma dispersão de concentração 0.5 % 

(m/m) de MPSi-NP em solução tampão PBS pH 7,2 (28 mmol L-1) a qual foi transferida para 

uma bolsa de dialise (membrana de celulose, limite de MW 11261, Sigma – Aldrich, área total 

de contado de 369,6 cm2). 

A bolsa de diálise foi imersa em 200 mL de água deionizada e mantida sob agitação 

branda e temperatura constante de 37 °C. Alíquotas foram coletadas nos seguintes intervalos 

de tempo: 0, 15 e 30 min, 1, 3, 6, 9, 12 e 24 h. Para todas as alíquotas foi adicionado 40 µmL 

do reagente de Griess e posteriormente analisadas por espectrofotometria na região do UV-Vis, 

no comprimento de onda de máxima absortividade molar (543 nm). Para o monitoramento de 

cianeto repetiu-se o procedimento anterior, porém, agora alíquotas de 2 mL foram coletadas 

nos tempos de 0 h, 3 h, 9 h e 24 h. O cianeto liberado foi avaliado semiquantitativamente usando 

kit eXact® Cyanide- Complete Visual Kit. 

 

5.3.2 Teste da ação bactericida das MPSi-NP 

Estes testes foram realizados no Laboratório Integrado de Biomoléculas 

(LIBS)/UFC. 

5.3.2.1  Microrganismo  

Para estes estudos foram utilizadas cepas padrão que integram o acervo da 

American Type Culture Collection (ATCC). As cepas estão apresentadas na Tabela 5 com o 

nome da espécie, seguida de um código de identificação e características e/ou uso. 

 

Tabela 5. Bactérias padrão para estudos de suscetibilidade. 

Cepa Origem Característica/uso 

S. aureus ATCC 25923 Seattle (USA) 

1945 

Sensível a meticilina/ Exame de produtos 

lácteos 

S. epidermidis ATCC 

12228 

Não documentada Produz polissacarídeos de adesão, genoma 

completo 

S. aureus ATCC 700698 Não documentada Resistente a meticilina (MRSA) e 

suscetibilidade heterogenia à vancomicina 

S. epidermidis ATCC 

35984 

Sepse de cateter, 

Tennesse (USA) 

Produz polissacarídeos de adesão, genoma 

completo 

 

Fonte: www.atcc.org 

http://www.atcc.org/
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5.3.2.2  Condições da cultura 

Para este estudo utilizou-se uma adaptação com modificações da metodologia 

proposta pelo Clinical and Laboratory Standarts Institute - CLSI, (2015).  As bactérias foram 

armazenadas em uma solução de meio de Soja Tríptica Caldo (TSB) e glicerol 20% na 

temperatura de -80 °C. Para a incubação, estriou-se a solução de armazenamento em placas de 

Petri contendo meio Soja Tríptica Ágar (TSA) que foram mantidas a temperatura de 37°C 

durante 24 h. Em cada placa foram removidas 5 colônias e inoculadas em 5 mL de meio TSB e 

incubadas sobre as mesmas condições por 24 h. As culturas formadas foram transferidas para 

tubos Falcon de 50 mL e centrifugadas a 8.603 G por 5 min, descartou-se o sobrenadante e as 

bactérias foram redispersas em novo meio TSB (10 mL). Ao final, a concentração celular da 

suspensão bacteriana foi ajustada a 2x106 de unidades formadoras de colônias (UFC/mL) 

utilizando uma curva de calibração de turbidimetria (620 nm) de cada bactéria através de um 

espectrofotômetro (Amersham Biosciences).  

 

5.3.2.3  Incubação em placas de 96 poços 

 

Esta etapa inicial foi utilizada tanto para determinar o MIC, CBM quanto 

quantificação do biofilme e contagem de células viáveis. As atividades antimicrobianas foram 

avaliadas de acordo com o ensaio de microdiluição em caldo, em placas de poliestireno de 96 

poços de fundo chato seguindo as normas da CLSI. Os poços da linha A foram preenchidos 

com 200 µL de TSB contendo SNP, MPSi e MPSi-NP, Em seguida, realizou-se a diluição 

seriada na base dois para obtenção de diferentes concentrações, que variaram entre 10.00 mg 

mL-1 a 1.56 x 10-1 mg mL-1 para as nanopartículas e 1.00 mg mL-1 a 1.56 x 10-2 mg mL-1 (Gráfico 

36).  

Posteriormente, 100 μL da suspensão bacteriana já previamente ajustada na 

concentração de 2x106 UFC mL-1 foi adicionada na placa, com consequente diminuição da 

suspensão, ficando as concentrações entre 5.00 e 7.81 x 10-2 mg mL-1 para as nanopartículas e 

0.50 e 7.81 x 10-3 mg mL-1 para o nitroprussiato livre. NO final a suspensão bacteriana ficou 

em 1x106 UFC mL-1 e o volume final de 200 μL. As placas foram incubadas por 24 horas a 

37°C. Em paralelo, foi determinado o CIM para os fármacos ampicilina e tetraciclina, utilizando 

faixa de 0.04 a 1.000 mg mL−1 e 0.39 a 100 mg mL−1, respectivamente. 
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Gráfico 36. Diluição seriada para as medidas de biomassa 

 

Fonte: O autor 

 

5.3.2.4   Determinação da concentração inibitória mínima (MIC) e concentração bactericida 

mínima (CBM). 

Para a determinação do CBM, de cada poço que não foi observado turbidez foi 

removido 10 µL de cada poço e inoculado em uma placa de Petri contendo TSA. As placas 

foram incubadas por 24 h a 37°C.  

 

5.3.2.5 Contagem de células viáveis dos biofilmes  

Após a formação dos biofilmes, o meio de cultura foi removido e as placas foram 

lavadas duas vezes com água destilada estéril, para remoção das células fracamente aderidas. 

Posteriormente, cada poço foi preenchido com 200 μL de água destilada estéril e submetido ao 

banho ultrassônico (Cristófoli/EQM-CF) por 8 minutos para o desprendimento das células 

incrustadas nos biofilmes. Em seguida, uma diluição decimal seriada das amostras em 

suspensão foram plaqueadas em meio TSA e incubadas sobre as mesmas condições acima 

citadas, mas por um período de 24 horas. O número de Unidades Formadoras de Colônias foi 

determinado e os resultados expressos em termos de Log10 UFC/mL. 
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5.3.2.6 Quantificação da biomassa total 

A biomassa do biofilme foi quantificada usando a metodologia do corante cristal 

violeta (CV) [42]. Após a incubação, as placas foram lavadas três vezes com água destilada 

estéril para remover células fracamente aderidas e os poços foram cheios com 200 µL de 

metanol a 95% durante 5 min. Em seguida, 200 µL de 1% de CV foram adicionados aos poços 

e incubados por 5 min a 25 ° C. O excesso de corante foi removido. O corante no biofilme foi 

dissolvido com solução de ácido acético a 33%. A mancha eluida de cada poço foi quantificada 

medindo a densidade óptica a 590 nm (OD590), usando um leitor de microplaca 

(SpectraMaxVR I3, Molecular Devices)  

 

5.3.2.7  Avaliação do efeito das MPSi-NP associada aos antibióticos padrão 

Para a avaliação do efeito das MPSi-NP associadas com antibióticos foi utilizada a 

metodologia checkerboard[148,149]. Foram preparadas duas combinações: nanopartículas x 

TETRA (tetraciclina) e material x AMP (ampicilina).  Os testes foram feitos contra as bactérias: 

Staphylococcus aureus ATCC 700698 e Staphylococcus epidermidis ATCC 35984. 

Inicialmente foram preparadas concentrações de 4 vezes à CIMdos fármacos[150] e 5 mg mL-

1 para as MPSi-NP.  Para os testes foi utilizado microplacas de 96 poços, de poliestireno e fundo 

plano. Inicialmente, 100 µL da dispensação das nanopartículas foram adicionadas nos poços de 

A1 a A6 e diluídos na base 2 horizontalmente (sentido A a H) cada poço ficou com um volume 

final de 50 µL. Em outras placas, 150 µL dos fármacos foram adicionados nos poços A ao H e 

posteriormente diluídos na base 2 horizontalmente (no sentido do poço 1 ao 6). Logo depois, 

50 µL das soluções do fármaco foi adicionado nas placas contendo as nanopartículas. 

Posteriormente, 100 µL da suspensão bacteriana já previamente ajustada na concentração de 

2x106 UFC mL-1 foi adicionado a todos os poços, ficando a concentração na 1x106 UFC mL-1 

e o volume final de 200 μL e concentração final do umas das substâncias usadas foram CIM, ½ 

da CIM, ¼ da CIM, 1/8 da CIM, 1/16 da CIM e 1/32 da CIM (Gráfico 37).  

 

Ao final, as placas foram incubadas por 24 horas a 37°C. Na coluna 7 foi adicionado 

o fármaco na concentração do MIC, na coluna 8 foi adicionado as nanopartículas na 

concentração de MIC, as colunas 9 e 10 são do controle de esterilidade do meio, 

respectivamente. A atividade antibacteriana foi avaliada via ensaio de resazurina, para isso, 

adicionou-se em cada poço 20 µL da solução de resazurina e a placa foi incubada por 1 hora a 

37°C. A redução da resazurina e formação de resorufin pela atividade metabólica foi medida 

por fotometria ótica de placa (SpectraMax i3) com λexcitação de 530 nm e λemissão de 590 nm. 
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Gráfico 37. Distribuição da placa para o teste de ação combina entre as MPSi-NP e os 

antibióticos ampicilina e tetraciclina 

 

Fonte: O autor 

 

5.3.3  Ensaio de atividade hemolítica para as MPSi-NP 

Este ensaio foi realizado de acordo com metodologia previamente publicada[150]. 

Amostras de sangue humano (O+) recentemente coletadas foram misturados a uma solução de 

heparina. A suspensão de glóbulos vermelhos foi lavada 3 vezes com NaCl 9% e redisperso. 

As análises foram realizadas em placas de 96 poços, no qual foi realizada a diluição seriadas na 

base 2 para as MPSi* de 5 a 0.078 mg mL-1 e a estas foram adicionados de glóbulos vermelhos 

na concentração de 3%, ao final, as placas foram incubas por 12 horas. Para o controle positivo 

foi utilizado uma solução de 1% dodecil sulfato de sódio (SDS) e para controle negativo foram 

utilizadas duas soluções, um de NaCl 9% e outra 4% DMSO. Depois, as suspensões foram 

centrifugadas e o sobrenadante coletado com medição da densidade ótica a 450 nm (DO450).  

A porcentagem de hemólise foi calculada de acordo com a equação 1:  

 

Porcentagem de hemolise

= (
DO450 das MPSi − NP − DO450 of 9% NaCl

DO450 do 1% SDS − DO450 do 9% NaCl
) 𝑥 100   equação 1 

5.3.4 Linhas de células e condições de cultura  

Neste experimento foram utilizadas linhagens celulares de fibroblastos de mama 

humana (NCTC-CL929) da ATCC® (American Type Culture Collection, EUA) adquiridas do 

Rio de Janeiro Cell Bank (BCRJ). As células foram mantidas em frascos T-25 contendo meio 
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DMEM, ambos suplementados com 10% de soro fetal bovino (FBS), 1% L-glutamina, 100 U 

mL−1 penicilina e 100 μg mL−1 estreptomicina, a 37 ° C, sob uma atmosfera umidificada 

contendo 5% de CO2. O meio de cultura era trocado rotineiramente a cada três dias ou quando 

atingia 90% de confluência; Em seguida, as células foram tratadas com tripsina (0,025% de 

tripsina / 0,1% de EDTA) e subcultivadas e usadas para ensaios de viabilidade. Em todos os 

ensaios, as células foram usadas entre os números de passagem 3 e 10 [151]. 

5.3.5 Viabilidade celular  

Para determinar o efeito do MPSi-NP, o Reagente em Pó Aquoso CellTiter 96 MTT 

(Promega) foi usado de acordo com as instruções do fabricante. Após a tripsinização com TE, 

as células (1,0 × 10 4 por 200 μL por poço) foram semeadas em placas de 96 poços de fundo 

plano em DMEM contendo 10% de FBS e incubadas durante a noite. Em seguida, o 

sobrenadante foi removido e substituído por meio de cultura fresco (DMEM) em diferentes 

concentrações de MPSi-NP (5,00 mg mL−1 a 7,81x10−2 mg mL−1). Os ensaios de viabilidade 

celular usando sal MTS foram realizados dentro de 48 h para todas as linhas celulares. Portanto, 

todo o meio de cultura foi removido e substituído por meio não suplementado (DMEM) 

contendo o sal de tetrazólio de MTT. A densidade óptica foi medida a 490 nm em um leitor de 

microplaca (SpectraMax i3). Todos os ensaios foram realizados em triplicata, para três 

experimentos independentes, onde a viabilidade celular foi calculada usando a equação 2. 

Viabilidade celuar  (%) = (
(𝐴𝑏𝑠; 𝑎𝑣𝑒𝑟𝑎𝑔𝑒 𝑂𝐷 𝑎𝑡 490 𝑛𝑚 (𝑀𝑃𝑆𝑖−𝑁𝑃))

(𝐴𝑏𝑠; 𝑎𝑣𝑒𝑟𝑎𝑔𝑒 𝑂𝐷 𝑎𝑡 490 𝑛𝑚 (𝑐𝑒𝑙𝑙 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙))
) 𝑥 100 equação 2 

5.4  Resultados e Discussão 

 

5.4.1. Cinética de liberação de NO e quantificação do cianeto das MPSi-NP  

O Gráfico 38a apresenta a porcentagem de NO liberado durante o intervalo de 24 

h. Os valores de cianeto liberado ficaram abaixo de 0.1 mg L-1 tanto para o nitroprussiato livre 

quanto encapsulado. Apesar das MPSi-NP apresentarem maior taxa de liberação de óxido 

nítrico, aproximadamente 3 vezes maior, os valores para cianeto são próximos ao nitroprussiato 

livre, principalmente nas primeiras 9 h de liberação (Gráfico 38), reforçando a hipótese da 

redução da toxicidade do nitroprussiato pela estrutura da sílica.  

Para o cianeto total, a coloração da cubeta indica uma concentração na faixa de 0,1 

mg L-1 para as MPSi-NP (Gráfico 39b) e 0,05 mg L-1 (Gráfico 39c) para o SNP. Esse valor 

sugere que para as 24 h, foi liberado no total 77.24 µmol de cianeto por grama (µmol g-1) para 

SNP e 15.48 µmol g-1 para MPSi-NP. porém, supreendentemente, as MPSi-NP liberaram 65.23 
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% de NO em contraste com apenas 17.77% do SNP durante as primeiras 24 horas, além disso 

as MPSi-NP liberaram 7.0 µmol g-1 (grama de MPSi-NP) de cianeto contra 69.9 µmol g-1 do 

nitroprussiato. Os valores da razão NO/CN- liberados indicam que as MPSi-NP liberam mais 

NO e retem o cianeto para o período de 24 h (Tabela 6).  Indicando que as MPSi-NP foram 

capaz de liberar NO e transpassar a membrana. 

 

Gráfico 38. a. Cinética de liberação de NO por 1 g de MPSi-NP ou SNP, foto da coloração da 

cubeta indicativa da concentração de cianeto para a dispersão de b) SNP, c) MPSi-NP e d) faixa 

indicativa de concentração para o kit. 

 

Fonte: O autor 

 

A baixa taxa de liberação de NO pela solução de SNP já foi observado em trabalhos 

anteriores, onde soluções expostas a luz fluorescentes liberaram apenas 11.7 % em 24 h e 100% 

após 72 h[152] além disso, para o SNP a literatura não reporta degradação quando utiliza-se luz 

vermelho[153]. As MPSi-NP, por sua vez, apresentaram uma taxa de liberação maior do que a 

observado para o nitroprussiato livre (SNP), isso se deve provavelmente, a presença de H+ na 

estrutura da sílica, remanescente da extração do surfactante no processo de síntese. A liberação 

de NO em pHs ácidos favorece a entrega rápida de óxido nítrico[154], indicando que além de 

ser um meio carreador, de reduzir a toxicidade as MPSi-NP também atuam como facilitadoras 

no processo de liberação de NO do nitroprussiato. Esses resultados indicam que as MPSi-NP 

são materiais capaz de liberar NO através de fotoliberação induzido por luz visível do ambiente, 

fazendo-se promissor para tratamentos mais acessíveis, pois a maioria dos liberadores 

inorgânicos de NO requerem uso de LED.  
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Gráfico 39. Resultados semiquantitativos para a liberação de cianeto, fita indicando 

concentrações menores que 0.1 mg L-1 após 24 horas de dialise para a. MPSi-NP e b. SNP; 

coloração das cubetas para as c. MPSi-NP e c. SNP ou d. MPSi-NP para 0 h, 3 h, 9 h e 24 h de 

e dialise e vista superior para as cubetas com indicativos da concentração de cianeto para e. 

MPSi-NP e f. SNP. 

Fonte: O autor 

 

Tabela 6. Óxido nítrico e cianeto liberado por grama de SNP e MPSi-NP após 24 h. 

 NO total*  

 (µmol) 

NO liberado 

(µmol) 

% de NO 

liberado 

Cianeto liberado 

(µmol g−1)** 

MPSi-NP 18.42 ± 0.25 11.66 ± 0.08 63 69.9 

SNP 18.42 3.29 ± 0.17 18 69.9 

*para 5.5 mg de nitroprussiato livre ou encapsulado (55 mg de MPSi-NP) e **Por grama de 

nitroprussiato livre ou encapsulado.  

Fonte: O autor 

5.4.2 Testes antibacterianos 

As MPSi não apresentaram atividade antibacteriana. O SNP apresentou atividade 

moderada, porém as MPSi-NP foram capazes de reduzir as células viáveis em 641 vezes para 

a Staphylococcus aureus ATCC 700698 e 1445 vezes para a Staphylococcus epidermidis ATCC 

35984 (Gráfico 40 e Tabela 7). 
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Gráfico 40. Efeito do nitroprussiato (SNP), e nanopartículas de sílica mesoporosa com 

nitroprussiato (MPSi-NP) na suscetibilidade de biofilmes para bactérias sensíveis:  a. 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 e b. Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 e as 

bactérias resistentes: c. Staphylococcus aureus ATCC 700698 e d. Staphylococcus epidermidis 

ATCC 35984. 

Fonte: O autor 

 

As MPSi-NP mostraram atividade antibiofilme em concentrações na faixa de 2,5 

mg mL-1 para S. epidermidis ATCC 35984 e 5 mg mL-1 S. aureus ATCC 700698, essas 

concentrações estão próximas a outros trabalhos envolvendo liberadores de NO a base de sílica, 

até os constituídos de diazeniodiolatos.  Esses resultados indicam que as MPSi-NP apresentam 

eficiência próxima aos diazeniodiolatos incorporado, sendo, no entanto, mais acessível por não 

precisar de NO em alta pressão. Além disso para S. epidermidis ATCC 35984 não foi 

encontrado trabalhos envolvendo metodologia semelhante, assim, impossibilitando 

comparativos e indicando a necessidade de estudos mais aprofundados.  
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Tabela 7. Diferença de UFC para SNP e MPSi-NP para S. aureus ATCC 25923, S. epidermidis 

ATCC 12228, S. aureus ATCC 700698 e S. epidermidis ATCC 35984 para maiores 

concentrações de nitroprussiato. 

Diferença do Log10UFC 

Cepas SNP MPSi-NP 

S. aureus ATCC 25923 0.83 ± 0.31 1.47 ± 0.44 

S. epidermidis ATCC 12228 0.96 ± 0.33 3.41 ± 0.24 

S. aureus ATCC 700698 0.20 ± 0.41 2.83 ± 0.55 

S. epidermidis ATCC 35984 0.76 ± 0.40 3.16 0.54 

 

5.4.3 Quantificação de biomassa 

As MPSi-NP foram capazes de inibir o acúmulo de biomassa em todas as 

concentrações testadas (Gráfico 41), com níveis de redução variando de 25% a 99%. Esses 

resultados, juntamente com a quantificação de células viáveis aprisionadas em biofilme, 

suportaram um papel importante na redução da formação de biofilme. É bem conhecido que a 

principal razão para a virulência das bactérias do gênero Staphylococcus reside na formação de 

biofilme, o que a torna tolerante a antibióticos [32]. De acordo com os resultados, o MPSi-NP 

pode amplificar a ação da ampicilina ao reduzir a produção de biofilme. Portanto, temos fortes 

indícios sobre a ação benéfica do MPSi-NP. 

 

Gráfico 41. Efeito do MPSi-NP na susceptibilidade de formação de biofilmes por S. aureus e 

S. epidermidis. Quantificação da biomassa de biofilmes em formação. O eixo x no valor zero 

representa bactérias não tratadas usadas como controle. As barras de erro representam a média 
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SEM, com p <0,0001 (****), 0,0002 (***), 0,0021 (**), 0,0332 (*), 0,1234 (ns), comparando 

a média de cada coluna com a média de uma coluna de controle 

 

 

Fonte: O autor 

 

5.4.4 Avaliação do efeito das MPSi-NP associados aos antibióticos padrões 

A tabela 8 apresenta a ação combinada entre as MPSi-NP e os antibióticos 

ampicilina (AMP), e tetraciclina (TETRA) e o Gráfico 42 apresenta o resultado do ensaio com 

resazurina para a combinação de MPSi-NP x ampicilina (AMP).  

Apesar das MPSi-NP não apresentarem atividade inibitória e bactericida na 

concentração de 5 mg mL-1 seu uso combinado, mesmo em concentrações menores de 1,25 mg 

mL-1, foi capaz de reduzir o CIM do antibiótico ampicilina pela metade para aureus ATCC 

700698 e quatro vezes para S. epidermidis ATCC 35984. 
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Gráfico 42. Resultado da revelação por resazurina para ação associada da ampicilina das MPSi-

NP frente a S. epidermidis ATCC 35984. 

 

Fonte: O autor 

 

Tabela 8. Menores concentrações dos antibióticos ampicilina (AMP) e tetraciclina (TETRA) 

nas quais foram observados CIM e as respectivas concentrações de MPSi-NP contra S. aureus 

ATCC 700698 e contra S. epidermidis ATCC 35984. 

 Material Antibiótico 

Bactéria MPSi-NP AMP Redução do MIC 

 mg mL-1 CIMµg mL-1 

(isolado) 

CIMµg mL-1 

(combinado) 

MIC(combinado)/MIC(i

solado) 

S. aureus 

700698 

1.250 25 12.5 ½ 

S. epidermidis 

35984 

1.250 1000 250 ¼ 

 MPSi-NP TETRA  

S. aureus 

700698 

- 50 50 0 

Fonte: O autor 

O efeito combinado das MPSi-NP com a ampicilina se deve, provavelmente, a 

capacidade do NO de diminui a resistência bacteriana devido a dispersão do biofilme[145]. 

Nota-se uma eficiência das MPSi-NP para S. epidermidis, esse fenômeno pode estar 

relacionado a resistência dessas bactérias ser decorrente da formação de biofilme, sendo assim, 

o fator de virulência definidor associado à doenças causadas por esse patógeno[155]. Além 

disso, a ampicilina atua na degradação da parede celular ao contrário da tetraciclina que atua 

nos ribossomos o que pode estar relacionado a inatividade observadas das MPSi-NP 

combinadas a tetraciclina, porém, é necessário realizar estudos mais aprofundados. 
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5.4.5 Ensaio de atividade hemolítica para as MPSi-NP 

Foram obtidas altas porcentagens de hemólise (73-64%) para concentrações 

maiores que 0.312 mg mL-1, porém, para concentrações de 0.312 mg mL-1, 0.156 mg mL-1 e 

0.078 mg mL-1 as porcentagens foram de 14%, 9% e 0%. (Gráfico 43). 

O uso combinado das MPSi-NP com antibióticos (ampicilina e tetraciclina)  foi 

capaz de reduzir a concentração das MPSi-NP a níveis menos tóxicos, indicando a possibilidade 

de utilizá-las em tratamentos menos agressivos com administração tópica combinado a outros 

antibióticos[156]. 

 

Gráfico 43. Porcentagem de hemólise das MPSi-NP para concentrações na faixa de 5 mg mL-

1 e 0.078 mg mL-1 

Fonte: O autor            
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5.4.6  Citotoxicidade  

Estudos anteriores indicaram que as MPSi-NP apresentam reduzida citotoxicidade 

em relação a concentrações equimolares de nitroprussiato livre. Além disso, a avaliações de 

viabilidade celular de células de mamíferos, fibroblastos murinos normais (NCTC-CL929) 

mostrou que redução de viabilidade celular de 47,73 ± 2,82% (p = 0,0005), 37,60 ± 2,66% (p = 

0,0132) e 28,20% ± 5,05% (p = 0,0246) na população de células, para as concentrações de 5 

mg mL−1, 2,5 mg mL−1 e 1,25 mg mL−1, 0,62 mg mL−1, 0,31 mg mL−1 e 0,15 mg mL−1, 0,07 

mg mL−1 (Gráfico 44).  Esses resultados dão indícios de seletividade para potencial uso do 

sistema. Um efeito sinérgico da combinação de MPSi-NP com ampicilina é observado para a 

concentração de 1.25 mg mL−1 (0.40 μM de nitroprussiato), valor limite a citotoxicidade para 

as MPSi-NP. Para hemólise abaixo dessa concentração é observado redução de toxicidade.  
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Gráfico 44.  viabilidade celular para fibroblastos de camundongo (ATCC® CCL-1) tratados 

com MPSi-NP por 24 h. Todas as medições foram feitas em triplicado. *** p <0,05 quando 

comparado ao controle. 
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Fonte: O autor 

5.5 Conclusão do Capítulo 4 

 

A estrutura da sílica funcionou como facilitadora da liberação de óxido nítrico em 

condições ambiente (temperatura corporal e em luz ambiente), potencializando a atuação 

antibacteriana. As MPSi-NP atuaram na inibição/dispersão do biofilme de cepas sensíveis e 

resistentes, chegando a uma redução de 1445 vezes contra Staphylococcus epidermidis ATCC 

35984. Mesmo sem atividade inibitória e bactericida, o uso combinado das MPSi-NP com 

antibióticos comprovou a atuação das MPSi-NP na redução da resistência das bactérias 

resistentes, apontando para um potencial uso em tratamentos em infecções causadas por esses 

patógenos. Vislumbra-se assim, o uso das MPSi-NP em tratamento menos invasivos, como 

administração tópica combinado a outros antibióticos. 
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6 CAPÍTULO 5.  PRODUÇÃO DE FORMULAÇÕES LIBERADORAS DE NO A 

BASE DAS MPSI-NP 

6.1  Introdução  

 

Trabalhos indicam ação antinociceptivo (redução na capacidade de perceber a dor) 

do óxido nítrico[157–165](Gráfico 45), que em doses de 250 e 500 µg de nitroprussiato provoca 

um efeito antinociceptivo periférico em patas de ratos[162]. Prado, Schiavon e Cunha (2002) 

estudaram os efeitos da aplicação local de creme contendo doadores de óxido nítrico em 

incisões e perceberam a redução da alodinia (sensação de dor quando, normalmente, o estímulo 

não é doloroso)[163]. A ação analgésica do óxido nítrico depende de uma via de sinalização 

intracelular, isso inclui a formação de GMP cíclico, ativação de PKG e a consequente abertura 

de canais de K+. A abertura desses canais aumenta a corrente K+ causando hiperpolarização de 

neurônios nociceptivos, inibindo o disparo nervoso e pré-sináptica da liberação de 

transmissor[166]. 

 

Gráfico 45. Representação do caminho para a ação analgésica do óxido nítrico. 

 

Fonte: O autor  

A neuropatia periférica é uma dor crônica causada pela danificação dos nervos 

sensitivos do Sistema Nervoso Central e/ou Periférico e está presente em aproximadamente 

10% da população, causando diferentes sensações de dor e podendo levar a incapacidade. Seus 

sintomas são: formigamentos, perda de sensibilidade nas extremidades, principalmente pés e 

mãos, perda de força, atrofia e dor espontânea[167]. 

Formulações  
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Observa-se grande interesse no desenvolvimento de fármacos e tratamentos que 

visam a redução dos males causados por neuropatia periférica. Uma rápida busca no portal 

https://patents.google.com/, com os termos “Nitric Oxide” e “Neuropathy” com os seguintes 

limitantes, status: aplication, type: patents e Litigation; No Known Litigation deram 18.859 

resultados. Destaca-se aqui a utilização de liberadores de NO para uso tópico (Tabela 9). 

 

Tabela 9. Algumas patentes que tratam do uso de NO em tratamento de neuropatia 

Título Ano de 

submissão 

Países e organizações 

submetidos (sigla) 

Methods and Compositions Comprising Nitric 

Oxide Donors and Opioid Analgesics 

2005 JP e WO 

Device Method, And Use for Treatment of 

Neuropathy Involving Nitric Oxide 

2006 EP, WO, MX, DE, ES, 

DK e JP 

Topical dermal delivery device for nitric oxide 

delivery 

2007 JP, RU, WO e EP 

Nitric oxide releasing compounds for the 

treatment of neuropathic pain 

2011 WO e AR 

Techniques and systems for treatment of 

neuropathic pain and other indications 

2012 WO e US 

Diabetes foot treatment instrument 2018 CN 
Siglas: Organização Mundial de Propriedade Intelectual (WO) E Organização Européia de Patentes (EP) 

 

No mercado farmacêutico há o creme Neuro One que contém L-arginina o qual 

produz NO indiretamente para tratamento de neuropatia.  

 

6.1.1 Fibra de algodão contendo as MPSi-NP 

Sabendo que há diversos relatos na literatura sobre a adesão de materiais de sílica 

em algodão[168–173], este trabalho pretende fazer um estudo preliminar de adesão das MPSi-

NP em tecidos de algodão (algodão-MPSi-NP), os quais poderão liberar de forma lenta e 

controlada o NO para a pele, causando alívio de dores.  

 

6.1.2 Gel contendo doadores de NO 

O uso tópico das MPSi-NP é atrativo principalmente pelas múltiplas atividades do 

NO: vasodilatador, antinociceptiva e inibição da agregação plaquetária. A ação anti-

inflamatória, ocorre pela vasodilatação, aumentando o fluxo sanguíneo local do edema[174] e 

a inibição da agregação e adesão plaquetária e redução do recrutamento 

deleucócitos[175](Gráfico 46). Por isso, neste trabalho, produziu-se um gel para uso tópico 

(Gel-MPSi-NP) e avaliou-se a entrega de NO via dialise.  

https://patents.google.com/
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Gráfico 46. Atuação do NO em tratamento de feridas 

 

Fonte: O autor 
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6.2 Objetivos  

 

6.2.1 Objetivos Geral     

Produzir fibras de algodão contendo partículas liberadoras de óxido nítrico para 

confecção de meias, luvas e bandanas para tratamento de neuropatia.  

6.2.2 Objetivos Específicos  

➢ Aderir as MPSi-NP em fibras de algodão (algodão-MPSi-NP); 

➢ Estudar a estabilidade térmica e física do algodão-MPSi-NP; 

➢ Estudar a liberação de NO e cianeto do algodão-MPSi-NP em condição 

ambiente; 

➢ Realizar cinética de liberação de NO das MPSi-NP e Algodão-MPSi-NP em 

estado sólido; 

➢ Produzir um gel hidrofílico contendo as MPSi-NP, carbopol 940 e 

trietanolamina (Gel-MPSi-NP) 

➢ Avaliar a sua capacidade de entrega de NO do gel-MPSi-NP através de dialise 
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6.3  Metodologia  

6.3.1 Adesão das MPSi-NP em algodão  

6.3.1.1  Adesão das MPSi-NP sobre algodão (algodão-MPSi-NP) 

Em um balão contendo 1 g de MPSi foram adicionados 20 mL de uma solução de 

nitroprussiato 1 mol L-1 e mantido sob agitação por 24 h. Depois, o material foi centrifugado e 

lavado três vezes e redisperso em um 300 mL de etanol, adicionou-se 10 g de algodão e o 

sistema foi mantido sob agitação por 4 horas. O algodão foi retirado do meio, prensado e seco 

a temperatura de 120 °C por 1 hora. O material foi lavado com água para remover as MPSi-NP 

em excesso. Todos os procedimentos foram realizados sob proteção da luz. O nitroprussiato 

aderido ao algodão foi quantificado por espectrofotometria na região do visível (UV-vis), onde 

uma amostra de 50 mg de Algodão-MPSi-NP foi imersa em 5 mL de uma solução NaOH 3 mol 

L-1 e agitado por 2 minutos e a absorbância do sobrenadante foi medido em 398 nm. 

 

6.3.1.2  Quantificação de NO  

Para a quantifica, 69 mg de Algodão-MPSi-NP foram imersos em 20 mL de água 

destilada e irradiado com luz LED por 24 horas. Depois, o sobrenadante foi diluído para 1:2 e 

misturado com 0,40 mL de reagente de Griess. A absorbância da solução foi medida em 543 

nm. 

 

6.3.1.3  Ensaios de liberação MPSi-NP em KBr 

Para avaliação a degradação do íon nitroprussiato presente nas MPSi-NP, utilizou-

se uma pastilha de KBr com 3% (m/m) da amostra, a qual foi exposta a condições ambiente 

(luz, temperatura e ar atmosférico). Espectros de absorção de IV, na faixa de 400 a 4.000 cm-1, 

foram então obtidos em intervalos de 0 a 720 horas.  

 

6.3.1.4  Cinética de liberação de NO em estado sólido  

Amostras do material Algodão-MPSi-NP foram deixadas sob condições naturais: 

sem proteção de luz, em contato com ar atmosférico e oscilações de temperatura durante o dia. 

Então, 50 mg desse material foi dissolvidos em 5 mL de solução de NaOH 3 mol L-1 e agitado 

por 2 minutos e a absorbância do sobrenadante foi medido em 398 nm em intervalos de tempo 

de:  0, 24, 48, 72, 96 , 240 , 336 , 456 , 576  e 696 h. 

 



90 

 

6.3.1.5  Monitoramento cianeto 

Cianeto liberado ao final do processo de liberação d NO foi monitorado de forma 

semiquantitativa utilizando o kit eXact® Cyanide- Complete Visual Kit.  Para isso, 250 mg de 

Algodão-MPSi-NP foiimerso em 10 mL de água destilada sob agitação durante 20 min e a 

concentração de cianeto medida.  

 

6.3.1.6 Caracterização do algodão-MPSi-NP 

6.3.1.6.1  Microscopia Eletrônica de Varredura  

Informações sobre a morfologia das nanopartículas como: dispensabilidade, 

tamanho e forma das partículas foram obtidos através de análise de microscopia eletrônica de 

varredura (MEV), utilizando-se um microscópio QUANTA-FEG da Central Analítica da 

Universidade Federal do Ceará. Uma suspensão da amostra em etanol foi sonicada por 30 min 

e gotejada em um suporte de alumínio contendo uma tira de carbono, recoberta por um filme 

de ouro (~20nm). 

 

6.3.1.6.2  Espectroscopia na Região do Infravermelho 

Análises de espectroscopia na região do infravermelho com transformada de 

Fourier (FTIR) foram realizadas no intervalo de número de onda avaliado de 4000 a 400 cm ̶ 1, 

sendo utilizadas pastilhas de KBr contendo 2% (m/m) da amostra. O equipamento utilizado foi 

da marca ABB, modelo FTLA 2000, localizado no Grupo de Bioinorgânica, do Departamento 

de Química Orgânica e Inorgânica da UFC.  

 

6.3.1.6.3  Análise Termogravimétrica  

Medidas termogravimetrias (TG) foram realizadas visando à obtenção de 

informações da estabilidade térmica e estimativa da quantidade dos grupos orgânicos ancorados 

na sílica nas etapas de funcionalização. As curvas foram obtidas em porta amostra de alumina, 

na faixa de 25 °C a 1000 °C, com uma taxa de aquecimento de 10 °C/min em atmosfera de 

oxigênio. As análises foram realizadas no Laboratório de Ciência e Tecnologia de Materiais da 

Universidade Federal do Ceará (LCTM-UFC) no Departamento de Física da UFC, em uma 

termobalança modelo TGA-60 da marca SHIMADZU.  
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6.3.2 Gel liberador de NO  

6.3.2.1  Produção de Gel-MPSi-NP 

Produziu-se um gel hidrofílico a base de carbopol 940 e MPSi-NO na concentração 

de 0,5 % (m/m). Para produção do gel utilizou-se 0,250 g de carbopol 940, e este foi 

completamente dissolvido em 25 mL de uma solução trietanolamina (2%) formando um gel 

espesso, em paralelo, 0,250 g de MPSi-NP foram dispersos em 25 mL da solução de 

trietanolamina 2% em banho ultrassónico por 8 min. Logo depois, a dispersão foi adiciona do 

gel até a formação de um gel homogêneo de cor azul/lilás. 

 

6.3.2.2  Cinética de liberação de NO e quantificação do cianeto final via dialise do 

Gel-SNP e Gel-MPSi-NP 

Para avaliar a capacidade de entrega de NO do gel, realizou-se dialise e 

quantificação de NO e cianeto liberado. Seguiu-se a metodologia já relatado na seção anterior 

(Capitulo 3, seção 3.1). Para tal, utilizou-se 11 g do gel em uma bolsa de diálise a qual foi 

imersa em 200 mL de água em um erlenmeyer de 500 mL e este  foi fixado em um shaker e 

mantido sob agitação branda a 37 °C. Alíquotas de 1 mL foram coletadas em intervalo de tempo 

(0, 15 min, 30 min, 1 h, 3 h, 6 h, 9 h, 12 h) e a partir do período de 24 48, 72 e 96 h foram 

coletadas alíquotas de 0,250 mL as quais foram adicionados 0,750 mL de água para completar 

o volume final de 1 mL. Em todas as alíquotas foi adicionado 40 µmL do reagente de Griess e 

analisadas por UV-vis. Ao final das 96 h foi retirada uma alíquota de 2 mL e transferida à uma 

cubeta através da qual foi analisada a quantidade total de cianeto. 

 

6.3.2.3  Atividade antibacteriana do Gel-MPSi-NP  

Para a realização deste ensaio, utilizou-se o método de difusão em disco de ágar. 

Primeiramente, 10 mL de ágar TSB foi derramado sobre a placa de Petri, após solidificação, 

100 µL de uma dispersão de bactéria contendo 1 x 106 UFC mL-1 para S. epidermidis ATCC 

35984 e 200 µL de uma suspensão de 2 x 106 UFC mL-1 para S. aureus ATCC 700698 foram 

gotejados no centro e distribuídos sobre o ágar usando alça de Drigalski. Logo em seguida, foi 

adicionado gotas de gel de massa entre 12 e 21 mg do gel (Tabela 10) os quais formaram disco 

de 4,6 ± 0,5 mm de diâmetro. A zona de inibição foi determinada após 24 h de incubação a 

37°C.  
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Tabela 10 . Massa obtidas para as gotos das diferentes formulações. 

Formulações Massa das gotas (mg) 

Gel 12,01 ± 1,4 

Gel-NP 12,3 ± 0,7 

Gel-MPSi-NP 18,2 ± 3,7 

Fonte: O autor 

6.4  Resultados e Discussão  

6.4.1. Algodão-NP 

6.4.1.1. Adesão da MPSi-NP em algodão 

NO Gráfico 47 observa-se a alteração de cor do algodão de branco para uma 

coloração cinza-lilás, fornecendo indícios da incorporação das MPSi-NP. A banda em 1935 cm-

1 do FTIR para o Algodão-MPSi-NP indica a presença de nitroprussiato (NP) na estrutura do 

algodão corroborando para hipótese de adesão e conservação do NP durante o processo de 

impregnação das MPSi-NP.  A Tabela 11 apresenta atribuições das bandas presentes nos 

espectros de IR do algodão[176] e algodão-MPSi-NP.  

 

Tabela 11. Tentativa de atribuição das bandas observadas durante o processo de síntese e 

modificação do algodão com MPSi-NP 

Número de onda (cm-1) Atribuição 

3650–3100 ν O-H 

2980–2800 ν–CH 

1935 Nitroprussiato 

1640 H2O adsorvido 

1433 δ (CH) (flexão no plano) 

1372 δ (CH) 

1338 δ (CH), ν(C1 -O) 

1320 δ (CH) 

1281 νas(C-O) 

1169 νas(C-O-C) 

1113 νas(C-O-C) 

1031 νasC–O 

Fonte: O autor  
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Através microscopias eletrônicas de varredura do algodão-MPSi-NP (Gráfico 48), 

observa-se que as nanopartículas de sílica mesoporosa estão espalhadas em toda a fibra do 

algodão. Como o algodão natural carrega cargas negativas em solução aquosa, as interações 

entre fibra e partículas são, portanto, predominantes pelas forças de Van de Waal, em vez de 

forças eletrostáticas[169]. 

 

Gráfico 47. Espectro de FTIR para o algodão antes e após a impregnação das MPSi-NP.  

 

Fonte: O autor 

 

As análises termogravimétricas (Gráfico 49) indicaram a interação das MPSi-NP 

na estrutura do algodão. Por meio da análise de TGA não foi possível quantificar a presença de 

MPSi-NP, sugerindo uma pequena porcentagem de impregnação deste material à fibra. No 

entanto, pelas análises de TGA e DTA foi possível observar quatro eventos: o primeiro entre 

26 °C e 300 °C (endotérmico) é atribuído à evaporação de água e compostos voláteis adsorvidas 

nas fibras de algodão, o segundo entre 300 °C e 350°C (exotérmico) correspondente a 

degradação da celulose, o terceiro entre 325 °C e 356°C é atribuído a processos de cristalização 

de carvão (endotérmico) e quarto depois de 350 °C é devido a degradação completa do material 

orgânico (exotérmico)[177,178]. 

Apesar das MPSi-NP não estarem em quantidades identificáveis, o DTA e o DSC 

indicam a interação do material com a fibra de algodão. Observa-se a redução da temperatura 

dos processos envolvidos na decomposição térmica do algodão: (I) de 350 °C para 345°C 

(degradação da celulose), (II) de 356°C para 336 °C (cristalização do carvão) e (III) de 490 °C 

para 468 °C (degradação do restante do material orgânico). Esses deslocamentos corroboram 

para hipótese da interação entre as nanopartículas e o algodão.  

 



94 

 

Gráfico 48. MEV e EDX das fibras de algodão após a adsorção das MPSi-NP. 

 

Fonte: O autor 

 

Gráfico 49. TGA, DTA e DSC para algodão, MPSi-NP e algodão-MPSi-NP 

 

Fonte: O autor 

 

6.4.1.2. Cinética de liberação de NO 

O Gráfico 50 apresenta os espectros de FTIR acompanhados durante 30 dias para a 

liberação de NO das MPSi-NP e algodão-MPSi-NP. Observa-se o aparecimento das bandas em 
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2115 cm-1 e 2040 cm-1, que foram atribuídas à formação das espécies aquaferrocianeto, dadas 

pelas equações 3 e 4, respectivamente[105]. 

 

  [Fe(CN)5(NO)]2– + H2O → [FeIII(CN)5(H2O)]2– + NO•                  (equação 3) 

5[FeIII(CN)5(H2O)]2– → [FeII(CN)5–x(H2O)x]
(3–x)– + xCN•     (equação 4) 

 

A banda em torno de 2066 cm-1 é consistente com a formação de complexos de 

valência mista, azul da Prússia (Fe4
III[FeII(CN)6]

3-) [105], descrita pela Equação 3. Observa-se, 

pelo espectro de FTIR, um aumento de sua intensidade com o tempo.  

 

4[FeIII(CN)5(H2O)]2– + 3 [FeII(CN)5(H2O)]3– →Fe4
III[FeII(CN)6]

 3–  + 17 CN– + 7 

H2O   (equação 5) 

 

Além da mudança de cor observa-se também a redução de intensidade das bandas 

do NO em 1935 cm-1 e 2141 cm-1, referentes ao íon nitroprussiato nas Algodão-MPSi-NP. Esta 

mudança corrobora com dados da literatura envolvendo nitroprussiato livre em solução. 

 

Gráfico 50. (a) o comparativo em imagem do algodão-MPSi-NP durante 1440 h protegido e 

exposto a luz ambiente e (b) FTIR das MPSi-NP em pastilha de KBr durante o tempo  na faixa 

2300-1800 cm-1 . 

 

Fonte: O autor 
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 O Gráfico 51 apresenta a cinética de liberação para as MPSi-NP e o Gráfico 52 

para o algodão-MPSi-NP. Observa-se comportamentos similares, ocorre a liberação de NO por 

aproximadamente 336 h (14 dias).  

 

Gráfico 51. Cinética de liberação de NO da MPSi-NP em pastilha de KBr durante 700 h 

Fonte: O autor 

 

Gráfico 52. Cinética de liberação de NO para o algodão-MPSi-NP. input:  imagem e espectro 

do algodão-MPSi-NP em solução de NaOH 3 mol L-1. 

 

Fonte: O autor  

 O valor máximo de liberação de NO foi de 3,5 x 10–5 mol g–1. O teste 

semiquantitativo de cianeto indicou ausência de CN- livre (Gráfico 53) apontando para uma 

segurança quanto ao uso do sistema algodão-MPSi-NP.  
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Gráfico 53. Resultado do kit eXact® Cyanide- Complete Visual Kit para 250 mg de algodão 

em 10 mL de água. (a) comparativo entre a cor da fita indicativa (b) análise semiquantitativa 

em solução 

 

Fonte: O autor 

Soares et al. (2000) notaram que doses intraplantar de 250 µg (0,84 µmol)/pata e 

500 µg (1,68 µmol)/pata apresentam efeito antinociceptivo periférico, considerado local, uma 

vez que apenas doses mais altas produziram efeito na pata contralateral[162]. Vercelino et al. 

(2013) estudaram o efeito da aplicação de glutationa modificada com NO (GSNO) e 

observaram liberação o de NO na quantidade de 13 nmol em 10 mim.[164] A aplicação dérmica 

causou vasodilatação em voluntários saudáveis e redução de até a 50% da intensidade da 

hipernocicepção em ratos Wistar que foram submetidos a dor inflamatória. 

Na tentativa de avaliar o custo de produção de materiais a base de algodão-MPSi-

NP, a Tabela 12 apresenta os valores de mercado dos reagentes utilizados, o Gráfico 54 

apresenta os custos envolvidos na produção de 1 g de algodão-MPSi-NP e a Tabela 13 apresenta 

os valores de peças (luvas e meias) sem algodão modificado e algodão modificado. Nota-se 

valores acessíveis e por possuírem validade 14 dias podem apresentar baixa relação 

custo/benefício. 

 

Tabela 12. Relação dos preços dos reagentes 

Reagente Quantidade Preço (R$) 

TEOS 1 L 746,00 

APTES 100 mL 507,00 

CTABR 100 g 380,00 

ÁCIDO CLORÍDRICO 1L  173,00 

NITROPRUSSIATO 100 g 688,00 

NH4OH 1 L 124,00 

ACETONA 1 L 79,00 

ETANOL 1 L 135,00 
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ALGODÃO 95 g 6,88 

Fonte: O autor  

Gráfico 54. Custos envolvido na produção de 1 g de algodão-MPSi-NP 

 

Fonte: O autor 

 

Tabela 13. Peso médio de itens contendo algodão, preço real e o prováveis para modificação 

com MPSi-NP e quantidade de NP para cada produto (valores baseados pelo Gráfico 57) 

Produto Peso (g) Preço (R$) Preço com MSPi-NP 

(R$) 

Quantidade de NP 

(mmol) 

Luva 50 4,90 48,36 3,36 (1.61 liberados) 

Meia 89 27,90 275,37 5,98 (2,88 liberados) 

Fonte: O autor 

 

O material algodão-MPSi-NP poderia então ser utilizados na confecção de luvas e 

meias que estarão em contatos com os membros mais afetados (pés e mãos em tratamento de 

neuropatia periférica. Esse tratamento tem potencial para ser mais eficiente, diminuindo o 

desconforto de várias aplicações diárias, maior praticidade no uso e apresso estético. Observa-

se também alteração de cor quando o NO é liberando servindo assim de indicativo de validade 

do produto. Considerando ser um tratamento de logo prazo, após o uso, as luvas e meias terão 

descarte adequado. (Gráfico 55).  
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Gráfico 55. Esquema da adesão e aplicação do Algodão-MPSi-NP e suas possíveis aplicações 

 

Fonte: O autor  

 

6.4.2. Gel liberador de NO  

6.4.2.1  Cinética de dialise de NO liberado e CN- total para Gel-MPSi-NP e Gel-NP 

O Gráfico 56a apresenta a quantidade NO liberado por 1 g de gel. Observa-se uma 

migração lenta e constante de NO para o meio, para as primeiras 24 h levando a uma liberação 

de 657,69 ± 46,8 nmol para o gel-MPSi-NP e 509,2 ± 1,3 nmol g-1 para o gel-SNP. 

Surpreendentemente, a liberação ocorre durante 4 dias (96 horas) totalizando 1362,7 ± 10 nmol 

g-1 e 909,43 ± 32,58 nmol g-1 para gel-MPSi-NP e gel-SNP, respectivamente (Tabela 14).  

O gráfico do tempo0,5 x NO liberado para o gel-MPSi-NP (Gráfico 56b) trata-se de 

uma liberação regida por difusão simples determinada pela equação NO liberado (nmol g-1) = 

151,96 t0.5 – 74.02. Para ambos os casos, a quantidade de cianeto liberada está dentro da faixa 

de segurança para aplicação dérmica quando comparada a outros compostos contendo cianeto 

(Tabela 15). 
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Gráfico 56. a. Cinética de dialise de NO por 1 g de gel-MPSi-NP e gel-SNP durante 96 h e O 

gráfico do tempo0,5 x NO liberado para o gel-MPSi-NP. 

Fonte: O autor 

 

Tabela 14.Total de óxido nítrico e cianeto liberado por 1 g de gel após as 24 h e razão de 

NO/CN-. 

 NO liberado (nmol g-1)  Cianeto liberado (nmol g-1) NO/CN 

MPSi-NP 1362,7 ± 10  350 38,9 

SNP 909,4 ± 32,58 350 26,0 

Fonte: O autor 

  

Tabela 15. Valores comparativos de toxicidade de compostos contendo cianeto 

 

Substância 

Taxa de exposição dérmica possíveis 

risco para a saúde a longo prazo 

(nmol/kgbw/day) 

CN− liberado 

 (nmol g−1) 

Gel-MPSi-NP (0.5%)  ~350 

KCN 2150 1,7 x 107 

NaCN 2041 2,0 x 107 

 Efeitos sistêmicos agudos  

 (nmol/kgbw/day)  

KCN 61885 1,7 x 107 

NaCN 61836    2,0 x 107 

Fonte: O autor 

 

 Em humanos, a concentração limite não letal (LC01) para HCN pela via de 

absorção dérmica em 10 minutos foi estimada em 211 mg m3 (188 ppm), enquanto a LD50 em 

cerca de 100 mg/kgbw. Esses resultados indicam uma provável segurança do gel contendo 

MPSi-NP para uso tópico, uma vez que pode liberar até 9,09 µg g−1. 
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Os compostos de cianoferrato são considerados bastante seguros, uma vez que o 

cianeto está fortemente ligado ao ferro. De fato, existe outro medicamento contendo cianeto, o 

azul da Prússia (radiogardase®, aprovado pelo FDA em 2003), em uso clínico para tratar a 

contaminação com tálio ou césio radioativo, em que 3 a 20 g deste medicamento são 

administrados por via oral a humanos sem qualquer lado efeito[180]. O baixo risco pode ser 

ainda reduzido se este composto não for exposto a uma condição ácida, usual durante a 

administração oral[180]. O azul da Prússia libera 175,31 μg g−1 (6742 nmol g−1) por 24 h em 

pH 1, o que mimetizaria o pH gástrico [108]. 

Os resultados até aqui obtidos, juntamente com estudos citotóxicos mostrados 

anteriormente, suportam a provável segurança para o uso das MPSi-NP. No entanto, para 

prevenir qualquer risco sistemático potencial, a formulação em gel de MPSi-NP a 0,5%, este 

deve ser limitado ao uso abaixo de 177 g/dia, que é considerada uma quantidade 

significativamente elevada de um medicamento. É importante salientar que estes resultados são 

somente indicativos um estudo toxicológico detalhado deve ainda ser feito. 

 

6.4.2.2  Atividade antibacteriano dos géis 

Nos ensaios de atividade antibacteriana dos géis, não foi observado inibição para o 

gel (0,5% e TEA 2,0 %) e gel-SNP (0,5%, TEA 2,0% e SNP 0,05%). O gel-MPSi-NP (0,5%, 

TEA 2,0 % e MPSi-NP 0,5%) apresentou atividade inibitória frente S. epidermidis ATCC 

35984 com diâmetro de inibição de 7,7 ± 0,6 mm (Gráfico 57 e Tabela 16).  

 

Gráfico 57.  Zona de inibição para o gel-MPSi-NP (0,5%, TEA 2,0 % e MPSi-NP 0,5%) contra 

a. contra S. aureus ATCC 700698 e b. S. epidermidis ATCC 35984. 

Fonte: O autor 

 

a) b) 
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Tabela 16. Diâmetro de zona de inibição do gel-SNP (0,5%, TEA 2,0 % e SNP 0,05%) e (0,5%, 

TEA 2,0 % e MPSi-NP 0,5) contra S. aureus ATCC 700698 e S. epidermidis ATCC 35984. 

Bactéria Zona de inibição (mm) 

 Gel Gel-SNP Gel-MPSi-NP 

S. aureus ATCC 700698 - - - 

S. epidermidis ATCC 35984 - - 7,7 ± 0,6 

Fonte: O autor 

 

O resultado obtido para o gel-MPSi-NP pode estar associado à sua liberação estável 

de NO ao longo do tempo, diferentemente do SNP, indicando que apesar de modesto, gel-MPSi-

NP apresenta ação antibacteriana. Mesmo assim, seu efeito pode ampliar a ação de outros 

agentes bactericidas, como por exemplo, no uso em pomada contendo antibióticos comerciais. 

Esse tipo de ação já foi observado, há outro relato de um gel contendo um doador de NO de 

base orgânica em associação com óxido de zinco com potencial uso terapêutico [66,121]. Estes 

resultados são interessantes pois abrem possibilidades para outros tipos de aplicações, tais como 

tratamento de feridas, neuropatias etc.  

 

6.5 Conclusão do Capítulo 5 

 

Foram obtidas fibras de algodão recobertas com as MPSi-NP capazes de liberar NO 

sob condições ambientes, tornando-se carreadores de NO os quais podem ser utilizados em 

dispositivos de entrega, tais como meias e luvas para tratamento de neuropatia periférica. 

Também foi produzido uma formulação para uso tópico, um gel liberador de NO, sendo um 

veículo de entrega, com ação bactericida contra S. epidermidis ATCC 35984. Além disso, já é 

evidenciado a atividade vasodilatadora das MPSi-NP e da ação anti-inflamatória do oxido 

nítrico, indicado o uso de formulações tópicas de MPSi-NP para tratamento de feridas e edemas, 

com ação anti-inflamatória, antibacteriana e vasodilatadora. Assim, os resultados até aqui 

obtidos demostram a necessidade de estudos mais detalhados e avançados para essas aplicações, 

que se mostram bastante promissoras  

 

 

7 CONCLUSÃO GERAL 

 

Esta tese teve o intuito de avaliar diferentes aplicações para a nanoplataforma 

liberadora de óxido nítrico, MPSi-NP. Com todos os resultados obtidos foi possível constatado 
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a eficiente liberação de óxido nítrico pelas MPSi-NP, além do material reduzir drasticamente a 

quantidade de cianeto livre, resultando em um material com baixa citotoxicidade em relação ao 

nitroprussiato livre (SNP). As MPSi-NP apresentaram atividade vasodilatadora, sugerindo que 

seu uso em tratamentos de emergência hipertensivos, angina, hipertensão pulmonar são 

promissores. Além disso, a nanoplataforma MPSi-NP exibiu, em testes de ação antibacteriana, 

uma diminuição significativa no número de células bacterianas viáveis no biofilme  (mais de 

600 vezes para Staphylococcus aureus ATCC 700698 e Staphylococcus epidermidis ATCC 

35984). A combinação das MPSi-NP com ampicilina e tetraciclina promoveu uma diminuição 

significativa na CIM para cepas resistentes de S. aureus ATCC 700698 (2 vezes) e S. 

epidermidis ATCC 35984 (4 vezes). Resultados obtidos nessa tese também sugerem que o uso 

tópico de MPSi-NP em combinação com antibióticos pode ser uma estratégia para prevenir e, 

eventualmente, tratar infecções bacterianas resistentes. Ensaios com MPSi-NP em gel ou sobre 

fibras de algodão demostraram liberação de NO em condições ambientes, sinalizando para seu 

potencial para uso em formulações e dispositivos tópicos para tratamentos de neuropatias 

periférica, infecções bacterianas, tratamento de edemas etc.  
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