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CAMARGDO, L. C. Cicatrizagao de feridas e bioacumulo de prata em ratos Wistar
tratados topicamente com o antimicrobiano nanoparticulas de prata
biogénicas. 2020. 57 f. Dissertagao (Mestrado em Microbiologia) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2020.

RESUMO

Infeccdes nas feridas dos pacientes com queimaduras, pos-operatorio, entre outros,
sdo umas das mais temidas complicagdes, pois o ferimento atua como um meio de
cultura ideal para a colonizagéo e proliferagdo de microrganismos. Nesses casos a
pele que normalmente serve como uma barreira fisica contra micrébios encontra-se
lesionada e precisa ser reparada de forma rapida e adequada. Devido a essa
problematica o objetivo do presente trabalho foi formular géis contendo
nanoparticulas de prata (bio-AgNP) obtidas a partir da biomassa de Fusarium
oxysporum, e avaliar a sua atividade antibacteriana, cicatrizante e verificar a
ocorréncia do bioacumulo da prata no organismo. Para o teste de cicatrizagéo, foram
usados 60 ratos adultos, da raga Wistar, nos quais foi feita uma lesdo na regiao
dorsal. As feridas foram tratadas diariamente com as formulagdes (F250 e F500), a
base do produto (componentes da formulagdo sem bio-AgNP), a sulfadiazina de
prata (controle positivo) e com solugéo fisioldgica (controle negativo) de acordo com
0 grupo experimental. Registros da avaliagdo macroscopica e coleta do tecido
epitelial da lesdo foram feitos nos dias: 1°, 5°, 9° e 17° dias apds a cirurgia, para
avaliacao histolégica. Os animais tratados tiveram coletados o cérebro, um dos rins,
o figado, testiculo, baco e sangue para quantificagao de prata por espectrofotometria
de absorcdo atbmica. Para a verificacdo da atividade antimicrobiana dos produtos
desenvolvidos foi realizada a técnica de curva de sobrevivéncia e morte. Os
microrganismos testados foram Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus
aureus ATCC 25923 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027. O resultado do ensaio
in vitro mostrou que as formulagées com bio-AgNP tiveram ac¢do antimicrobiana,
assim como o controle positivo (sulfadiazina de prata - SD). Referente a cicatrizacao,
nao foram observadas variagdes significativas entre as médias das areas das lesdes
tratadas com as diferentes formulagdes em relacdo a solugao fisiologica (CTL) e a
SD. Quanto ao acumulo de prata nos diversos 6rgaos e no sangue, ndo houve
diferencga significativa entre o grupo CTL e os grupos experimentais apds 17 dias de
tratamento, o que indica que os tratamentos com os produtos formulados nao
ocasionam acumulo de prata no organismo. O produto formulado contendo
nanoparticulas de prata Dbiolégicas apresentou potente protegdo contra
microrganismos, pois diminuiu a carga microbiana na lesdo no decorrer dos dias de
tratamento. Além disso, mostrou que nao interferiu no proceso de cicatrizacdo e nao
resulta em acumulo de prata nos 6rgaos estudados, sendo uma alternativa para o
tratamento de pacientes com feridas.

Palavras-chave: cicatrizagao; infeccdo; in vivo; acumulo de prata; antibacteriano.



CAMARGO, L. C. Wound healing and bioaccumulation of silver in Wistar rats
topically treated with antimicrobial biogenic silver nanoparticles. 2020. 57 p.
Qualifying defense (Master's Degree in Microbiology) — State University of Londrina,
Londrina, 2020.

ABSTRACT

Wound infections are one of the most feared complications, because it becomes an
ideal culture medium for a colonization and proliferation of microorganisms. In these
cases, the skin that normally serves as physical barrier against microbes is injured
and have to be repaired quickly and appropriately as possible. The objective of the
present study was to formulate products, containing and silver nanoparticles (bio-
AgNP) obtained from the biomass of Fusarium oxysporum, to evaluate the
antibacterial, cicatrizing activity and occurrence of silver bioaccumulation in the
organism. For the cicatrization test, 60 adult Wistar rats were used, in which a lesion
was made on the dorsal region. The wounds were treated daily with formulated
products, with the base of the product (formulation components without bio-AgNP),
silver sulfadiazine (positive control) and saline (negative control). Records of the
macroscopic evaluation and collection of the epithelial tissue of the lesion were done
on days 1, 5, 9 and 17 after surgery for histological evaluation. From the treated
animals, were collected the brain, one of the kidneys, liver, testis, spleen and blood
for quantification of silver by atomic absorption spectrophotometry. To verify the
antimicrobial activity of the developed products, a survival curve technique was used.
The microorganisms tested were Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus
aureus ATCC 25923 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027. The result of the
antibacterial activity showed that the formulations containing bio-AgNP had
antimicrobial action, as well as the sulfadiazine of silver (SD). Concerning healing, no
significant variations were observed between the mean areas of the lesions treated
with the different formulations in relation to the physiological solution (CTL) and SD.
Atomic absorption spectrophotometry analysis showed that there was no significant
difference between the CTL group and the experimental groups after 17 days of
treatment, which indicates that the treatment formulated products do not cause silver
accumulation in the body. The formulated product containing biological silver
nanoparticles showed potent protection against microorganisms, as it decreased the
microbial load on the lesion over the course of the treatment days. In addition, it has
been shown not to interfere with the healing process and does not result in silver
accumulation, being an alternative for treating wounded patients.

Keywords: healing; infection; in vivo; accumulation of silver; antibacterial.
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1 INTRODUGAO

Infecgbes nas feridas de pacientes com queimaduras durante o
tratamento sdo uma das mais temidas complicagcbes, devido ao fato de que na
auséncia de cuidados adequados, o ferimento torna-se um meio de cultura ideal
para a colonizagao e proliferagao de todos os tipos de microrganismos enddgenos e
exogenos. A pele € uma barreira fisica contra microrganismos, mas quando se
encontra lesionada, o individuo fica susceptivel a invasdo microbiana (SAAIQ;
AHMAD; ZAIB, 2015).

O imunocomprometimento dos pacientes com queimaduras, a auséncia
da barreira da pele, a longa estadia no hospital e as intervengdes invasivas sao
fatores que contribuem para a ocorréncia de infecgcbes. Como medida profilatica, o
tratamento com antibidticos € iniciado imediatamente apds a suspeita de infecgdes.
Porém, o aumento da resisténcia aos antimicrobianos € o maior obstaculo para o
combate a infeccdo, sendo necessario uma terapia empirica com conhecimento
prévio da prevaléncia de bactérias comuns e seu padrao de resisténcia aos
antimicrobianos (PERWEN; PRAKASH; SADDIQUI, 2015; MIGUEL, 2019).

Jasim e colaboradores (2016) analisaram 150 amostras de feridas de
pacientes com queimaduras que apresentaram infeccdo, motrando que
Pseudomonas aeruginosa foi a bactéria mais encontrada (27,6%), seguido por
Staphylococcus aureus (23,8%), Klebsiella spp. (19%), Proteus spp. (17,1%),
Escherichia coli (11,4%) e Acinetobacter spp. (0,9%). Quanto a susceptibilidade aos
antimicrobianos, Imipenem e Ciprofloxacina foram consideradas os farmacos mais
eficazes contra a maioria dos isolados, seguidos por Amicacina, Doxiciclina,
Tetraciclina e Azitromicina; Gentamicina e Oxacilina foram os antibiéticos menos
eficazes contra os microrganismos analisados. Esse estudo demostrou a prevaléncia
dos microrganismos que comumente causam infecgdes em pacientes e também a
presenca de microrganismos resistentes a diversos antibiéticos.

A presencga de bactérias na ferida gera uma competicdo por oxigénio e
nutrientes com as células normais. Além disso, bactérias e produtos bacterianos,
como endotoxinas e metaloproteinases, podem causar prejuizos em todas as fases
de cicatrizacao de feridas (WARRINER; BURRELL, 2005) prolongando o tempo de
internagédo do paciente e aumentando os custos da internagdao (ESUVARANATHAN;
KUAN; KUMARASINGHE, 1992; LOPEZ-JACOME, 2019).

Portanto, na década de 1960 foram introduzidos os antibiéticos de uso
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tépico em pacientes com queimadura. Primeiramente foi utilizada a Mafenida e
posteriormente a Sulfadiazina de Prata que € utilizada até hoje. Com a adoc¢éo do
uso de antibidticos toépicos, a ocorréncia de infeccdoes sistémicas e mortalidade
diminuiu significativamente (CHIPP; MILNER; BLACKBURN, 2010; D’AVIGNON et
al., 2011).

Porém, durante as décadas seguintes comecaram a ser relatados
casos de resisténcia a sulfadiazina de prata (MCHUGH et al. 1975; DESHPANDE;
CHOPADE, 1994; ATIYEH et al., 2007). Também existem relatos de cepas de P.
aeruginosa isoladas de pacientes queimados de varios paises, sensiveis a
sulfadiazina de prata in vitro, mas quando realizados testes em camundongos e
ratos queimados, as cepas foram resistentes a terapia topica com este
antimicrobiano (MODAK; FOX JR, 1981).

Devido aos problemas da resisténcia bacteriana a sulfadiazina de
prata, novos estudos para alternativas no tratamento de feridas, sdo necessarios.
Dentre eles, podemos destacar o uso da nanotecnologia (TIAN et al, 2007; BIU;
PARK; LEE, 2017).

Os resultados de Scandorieiro e colaboradores (2016) demostraram o
potente efeito antibacteriano das nanoparticulas de prata sintetizadas
biologicamente (Bio-AgNP) pelo fungo Fusarium oxysporum contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, incluindo cepas multirresistentes. Portanto, os objetivos
desse trabalho foram formular um produto contendo Bio-AgNP, avaliar a atividade
antibacteriana in vitro dos mesmos, e por fim sua atividade cicatrizante in vivo a fim
de utiliza-los no controle microbiano principalmente no cuidado de pacientes com

queimaduras.
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REVISAO DA LITERATURA

2.1 PELE

O individuo adulto encontra-se revestido por aproximadamente 2 m?
de pele, com aproximadamente 2 mm de espessura (DYER; ROBERTS, 1990;
BORGES, 2001; ROTH; HUGHES, 2004), suas caracteristicas fazem da pele o
maior 6rgédo do corpo humano (CHURCH et al., 2006; LIMA, 2008; BELDA,
CHIACCHIO; CRIADO, 2010; GRAFANAKI, 2018). A pele desempenha varias
fungdes no organismo, como: barreira fisica contra microrganismos, protegcdo contra
traumas, termorregulacdo, além de possuir componentes celulares e humorais do
sistema imunolégico que atuam na defesa contra agentes invasores (SAMPAIO;
RIVITTI, 2001; DEBOER; O’CONNOR, 2004; DANGELO; FATTINI, 2007;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017; SILVERTHORN, 2017;).

A pele é formada por duas camadas fundidas, a epiderme e a derme
(HIROBE, 2014). A epiderme € constituida por epitélio estratificado pavimentoso
queratinizado e apresenta cinco camadas vista da derme para a superficie: camada
basal, que separa a derme da epiderme, esta € a camada mais importante para o
processo de regeneracdo da pele, pois € rica em ceélulas troncos e é responsavel
pela constante renovacdo da epiderme; em seguida encontram-se as camadas
espinhosa, granuloda, lucida e cornéa (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017).

Na epiderme estdo localizadas trés células importantes para a
homeostase da pele, sdo elas: melandcitos, células de Langerhans e células de
Merkel. Os melandcitos sdo responsaveis pela sintese da melanina que protege a
pele contra radiagdes ultravioleta (HEARING, 2005; HIROBE, 2014). As células de
Langerhans sao importantes nas respostas imune, pois sao capazes de realizar a
apresentacao de antigenos aos linfécitos T, desencadeando uma resposta imune
celular (MALISSEN; TAMOUTOUNOUR; HENRI, 2014). As células de Merkel séo
mecanoreceptores  (sensibilidade a estimulos tateis) (WOO; LUMPKIN;
PATAPOUTIAN, 2015).

A derme € muito mais espessa do que a epiderme, e é constituida
por duas camadas, de limites pouco definidos: a camada papilar, formada por tecido
conjuntivo frouxo, que apresenta pequenos vasos sanguineos; e a camada reticular,
formada por tecido conjuntivo denso, onde se encontram vasos sanguineos e
linfaticos, nervos, glandulas e os foliculos pilosos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017).
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As células que compdem o tecido conjuntivo da derme sao
principalmente os fibroblastos, macréfagos, mastécitos, plasmacitos, neutrdéfilos. Os
fibroblastos sao responsaveis pela sintese de proteinas de colageno e elastina, além
dos glicosainoglicanos, proteoglicanos que fardo parte da matriz extracelular
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017). As demais células, macrofagos, mastécitos,
plasmodcitos, neutréfilos, exercem a fungdo de defesa imunoldgica. (KUMAR,;
ABBAS; ASTER, 2013; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2017).

Além das células, o tecido conjuntivo € composto por trés tipos
principais de fibras, sdo elas: elasticas, colagenas e reticulares (JUNQUEIRA E
CARNEIRO, 2017). As fibras elasticas sao responsaveis pela elasticidade do tecido,
prendendo a pele aos musculos subjacentes; as fibras colagenas dao resisténcia a
nossa pele, evitando que ela se rasgue quando esticada; e as fibras reticulares

formam um trangado firme que liga o tecido conjuntivo aos tecidos vizinhos.

2.2 CICATRIZAGAO

Apo6s uma lesdo, ocorre uma sequéncia de eventos que levam ao
reparo tecidual e a restauracédo da superficie da pele (ROSSATO, 2016). O reparo
desse tecido lesado pode ocorrer de duas formas, pela regeneracdo com a
recomposicdo da atividade funcional do tecido ou pela cicatrizacdo com
restabelecimento da homeostasia, porém com perda da sua atividade funcional pela
formacao de cicatriz (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005). A regeneragao tecidual
ocorre por meio da proliferacdo de células residuais (nao lesadas) e da proliferacéo
das células troncos teciduais residentes na camada basal da epiderme (KUMAR,;
ABBAS; ASTER, 2013; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2017).

O processo de cicatrizagdo é dividido em trés fases principais:
inflamatoria, proliferacao e remodelamento da cicatriz (MANDELBAUM; DI SANTIS;
MANDELBAUM, 2003; BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005; RODRIGUES, 2018).

A fase inflamatodria (Figura 1) inicia-se apds o aparecimento da
lesdo, com a ruptura de vasos sanguineos e o extravasamento de seus constituintes.
No primeiro momento, a resposta local sera voltada para a contencdo desse
extravasamento, portanto inicia-se a cascata de coagulagdo, na qual as plaquetas
sofrem ativagao e liberam uma série de mediadores encontrados em seus granulos

(tromboxano A2, fibrinogénio, fibronectina e trombospondina — Quadro 1) afim de
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que outras plaquetas circulantes sofram aderéncia ao tecido conjuntivo exposto da
parede do endotélo no local da lesdo, levando a formagao de um tampao plaquetario
relativamente instavel que pode estancar ou diminuir o sangramento (LEFKOVITS et
al., 1995; BOLOGNIA; JORIZZO; RAPINI, 2011). A agregacéo plaquetaria estimula a
enzima circulante conhecida como fator XlII de Hageman a iniciar a coagulagédo com
a convergao de pré-trombina em trombina, que por sua vez, converte fibrinogénio em
fibrina, formando um tampéao plaquetario estavel (BOLOGNIA; JORIZZO; RAPINI,
2011).

FASE INFLAMATORIA (3 DIAS)

e —

REDE DE FIBRINA |

........

iw&o
SANGUINEO

'&f FIBROBLASTO

Figura 1. Esquema da fase inflamatéria do processo de cicatrizagéo da pele. TGF-8

DERME

HIPODERME

(Fator de transformagao do crescimento beta). TGF-a (Fator de transformacao do
crescimento alfa). FGF (fator de crescimento fibrobastico). VEGF (fator de
crescimento endotelial vascular). PDGF (fator de crescimento derivado de
plaquetas). Fonte: adaptado de SINGER; RICHARD; CLARK, 1999.

As plaquetas também promovem a liberagdo local de mediadores
inflamatoérios que requisitam neutréfilos e macrofagos, responsaveis pela digestao
dos tecidos necrosados e microrganismos (SINGER; RICHARD; CLARK, 1999). Os
neutréfilos constituem a primeira linha de defesa do organismo, sendo essenciais no

combate contra agentes infecciosos, sdo observados principalmente na primeira
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semana apos a lesdo e podem persistir caso houver infeccdo da ferida. Ja os
macrofagos, além de atuarem na defesa do organismo contra agentes infecciosos,
também realizam a sintese e a secre¢cdo de fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF), fator de crescimento de fibroblastos (FGF), fator de crescimento
vascular endotelial (VEGF), fator de transformacao de crescimento beta (TGF-B) e
fator de transformacao de crescimento alfa (TGF-a) (SINGER; RICHARD; CLARK,
1999; BOLOGNIA; JORIZZO; RAPINI, 2011). Essas citocinas (Quadro 1) séo
importantes para a indugdo de migragdo e proliferagdo celular, assim como a

produgao de matriz.

Quadro 1. Principais mediadores quimicos da fase inflamatdria da cicatrizacao.

Mediadores inflamatérios Funcao
Tromboxano A2 VasoconstricBo e agregacéo plaquetaria
Fibrinogénio Agregacéo plaquetéria
Fibronectina Agregacéo plagquetéria
Trombospondina Agregacéo plagquetéria
PDGF Quimiotaxia e proliferacdo de

fibroblastos
FGF Proliferacéo de fibroblastos
Migracdo e mitose de células endotelias

VEGF do vaso sanguineo
TGF-B Regula producdo de matriz extracelular
TGF-a Regula producdo de matriz extracelular

Fonte: adapatado SINGER; RICHARD; CLARK, 1999.

Na fase proliferativa (Figura 2) ocorre o predominio da atividade
celular e a formagao e proliferagcdo do tecido de granulacdo, o qual apresenta
macrofagos, fibroblastos, colageno, componentes neovasculares e matriz
(ROSSATO, 2016). A producéo e liberagao de mediadores quimicos produzidos por
macréfagos (PDGF, FGF principalmente), intensifica a migragdo e ativagado de
fibroblastos (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005; PRATSINIS; MAVROGONATOU;
KLETSAS, 2018). O aumento do numero de fibroblastos ativados faz com que a
producdo de colageno no local seja intensificada e consequentemente a matriz
extracelular comega a ser substituida por um tecido conjuntivo (KNIGHTON et al.,
1981).

Concomitante a essa deposicdo de colageno no local da ferida,

ocorre o processo de angiogénese, que se refere ao crescimento de novos vasos
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(neovascularizagao). A formacgado de novos vasos € importante nesse estagio pois
permite o transporte de oxigénio e nutrientes para o local da lesdao (BALBINO;
PEREIRA; CURI, 2005; BOLOGNIA; JORIZZO; RAPINI, 2011; ABBAS, LICHTMAN,
PILLAI, 2017).

Apos o reestabelecimento do fluxo sanguineo e a migracdo e
proliferagdo dos fibroblastos no local da leséo, inicia-se a contragdo das bordas da
ferida devido ao entrelagamento das fibras de colageno, esse processo € realizado
pelos miofibroblastos (TRINDADE, 2019).

FASE PROLIFERATIVA (5 DIAS)

TECIDO DE
GRANULA(;A

\

T VASO SANGUINEO

DERME

COLAGENO

HIPODERME

Figura 2. Esquema da fase proliferativa do processo de cicatrizagéo da pele.
Fonte: adaptado de SINGER; RICHARD; CLARK, 1999.

A Ultima etapa do processo de cicatrizagao € o remodelamento da
cicatriz. Por volta do décimo dia, a ferida esta completamente preenchida pelo tecido
de granulagao (GUIDUGLI-NETO, 1987; RODRIGUES 2019). Com a evolugéo do
processo, e conforme ocorre 0 aumento da deposi¢géo de colageno, a maioria dos
magroéfagos, neutrdfilos e fibroblastos desaparecem, formando finalmente a cicatriz.
Atualmente, a ferida é considerada concluida apdés a total maturacdo da matriz
extracelular, e esse processo pode levar muitos meses ou até anos para acontecer.

Ao final dessa etapa, os anexos da pele (foliculos pilosos e glandulas) sofrem
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regeneragao limitada e a coloragdo da pele no local permanece palida, pois a
regeneracao dos melandcitos é deficiente (JOHNSTON, 1990), além das cicatrizes

serem pouco vascularizadas devido ao desaparecimento dos neocapilares.

2.3 INFECGCOES EM FERIDAS

As feridas abertas, por apresentarem a auséncia de um epitélio
intacto, se tornam um ambiente propicio para o desenvolvimento de microrganismos
(EDWARDS; HARDING ,2004; SAAIQ; AHMAD; ZAIB, 2015).

Inicialmente, ocorre a contaminagao da ferida (Figura 3), que é
definida como a presenga de organismos ndo replicativos dentro de uma ferida.
Posteriormente, ocorre a colonizagdo (Figura 3), ou seja, a presenca de
microrganismos replicantes aderentes a ferida na auséncia de dano tecidual (DOW,
BROWNE; SIBBALD, 1999; WYSOCKI, 2002).

Primeiramente, as feridas sao colonizadas por bactérias Gram-
positivas comensais da pele, no decorrer dos dias e meses ocorre no leito da ferida
a colonizacdo por varias espécies patogénicas diferentes, incluindo a microbiota
anaerobica (SAPICO; CANAWATI; WITTE, 1990; DOW; BROWNE; SIBBALD,
1999). Estudos de NASSER et al (2003) em pacientes com queimaduras
observaram o predominio de bactérias Gram positivas (55,7%) na primeira semana
de internagdo em relagdo as bactérias Gram negativas (40,3%) e apds a primeira
semana, essa predominancia altera com 72,7% de Gram-negativas e 22,7% de
bactérias Gram-positivas (22,7%).

A progressao da colonizacéo da ferida para a infecgdo depende nao
apenas da contagem bacteriana ou das espécies presentes, mas também da
resposta imune do hospedeiro, do numero de diferentes espécies presentes, da
viruléncia dos organismos e das interagbes sinérgicas entre as diferentes espécies
(EDWARDS; HARDING,2004; JOHNSON et al. 2018).,

O processo inflamatério estimulado pela presenca de bactérias nas
ferida pode impactar adversamente os resultados da cura devido ao aumento da
abundancia de proteases, espécies reativas de oxigénio e outras substancias
bioativas que atrasam a cicatrizagao de feridas (JOHNSON et al. 2018).

O cuidado com as infecgdes de feridas € essencial para promover

uma boa resposta de cura, pois a infecgdo causa um retardamento no processo de
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cicatrizacdo. Além disso, a morbidade e mortalidade sao significativas em pacientes

com infecgdes de feridas.

OR

SEPSE
DISSEMINAGAO
DA INFECCAO
/ INFECCAO LOCAL \

/ COLONIZACAO \
/ CONTAMINACAO \

Figura 3. O quadro clinico da colonizagao e infecgao de ferida.
Fonte: adaptado de EDWARDS; HARDING ,2004.

2.4 TRATAMENTOS DE INFECCOES EM FERIDAS

Para selecionar o tratamento topico apropriado € necessario avaliar
a capacidade de penetragao da barreira cutdnea. Em termos didaticos é possivel
classificar os produtos topicos em trés niveis de penetragcdo cutanea: contactacao,
quando o produto atinge apenas a camada mais externa da pele; permeacao,
quando chega até a camada lucida da epiderme; e absor¢ao, quando o produto tem
acesso livre na pele e pode alcangar facilmente a derme e a corrente sanguinea. Em
geral, produtos polares e com particulas menores possuem mais facilidade de
penetragcdo em relagdo aos produtos apolares e com particulas maiores (BELDA,;
CHIACCHIO; CRIADO, 2010).

Uma férmula farmacéutica € composta basicamente por principio
ativo, veiculo e excipientes. O principio ativo é a substdncia a desenvolver a
atividade terapéutica; o veiculo é o constituinte presente em maior quantidade na
férmula; e os excipientes sdo 0os demais componentes, estes sdo responsaveis pela
estabilidade, aparéncia e também seguranga do produto (BELDA; CHIACCHIO;
CRIADO, 2010).

O medicamento utilizado mundialmente para o tratamento de feridas,

principalmente em pacientes com queimadura € o creme de sulfadiazina de prata.
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Introduzida no mercado em 1968, contém em sua formulagdo a prata combinada a
um antibidtico, a sulfadiazina (STANFORD; RAPPOLE; FOX, 1969).

A prata obteve sucesso no tratamento de feridas devido ao seu
amplo espectro de atividade antimicrobiana, incluindo leveduras, fungos,
filamentosos e até mesmo bactérias resistentes aos antibidticos, como S. aureus
resistente a meticilina (MRSA) e enterococos resistentes a vancomicina (VRE)
(RUSSEL, 1994; MARGARET, 2006; MIUNENDONCKX, 2013). A prata tem agao
bactericida, pois inibe a cadeia respiratoria, além de interferir no transporte de
elétrons (WRIGHT; LAM; BURRELL, 1998; KHUNDKAR; MALIC; BURGE, 2010),
também inibe a replicacdo do DNA (RUSSELL; HUGO, 1994) e altera a
permeabilidade da membrana celular (ATIYEH et al., 2007).

Uma vez que a prata apresente atividade antimicrobiana de amplo
espectro, especialmente contra organismos resistentes aos antibidticos
convencionais, ha uma série de novos produtos a base de prata para tratamento de
feridas que possuem atividade antimicrobianas e cicatrizantes (MURPHY; EVANS,
2012).

No entanto, um problema do uso da sulfadiazina de prata é o fato de
ser absorvida apenas na camada epidérmica da pele, o que limita sua eficacia em
alguns pacientes com lesdes graves. Para combater esse problema, hoje esta sendo
utiizada a combinacdo de nitrato de cério e sulfadiazina de prata (GARNER;
HEPPELL, 2005A, GARNER; HEPPELL, 2005B). Além disso, devido ao tratamento
extensivo de feridas de queimaduras agudas com sulfadiazina de prata, existe a

preocupagao com a potencial toxicidade desse composto (TROP et al., 2006).

2.5 ALTERNATIVAS TERAPEUTICAS

Durante os ultimos anos varios estudos sobre cicatrizacdo e
produtos alternativos estdo sendo desenvolvidos. Alguns dos estudos recentes
envolvem o uso da nanotecnologia, como: nanoparticulas de prata (TIAN, 2007;
CHALOUPKA; MALAM; SEIFALIAN, 2010; ADHYA et al. 2015) nanoparticulas de
ouro (CHEN et al. 2012; LEU et al. 2012; YANG et al, 2017), nanoparticulas de
cobre (THAKAR et al. 2014), nanoparticulas de diéxido de titanio (SANKAR et al.

2014), entre outras.
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2.6 NANOPARTICULAS DE PRATA

Com o advento da nanotecnologia, comegaram a surgir diversos
estudos com as nanoparticulas de prata (CARDOZO et al., 2013; SCANDORIEIRO
et al., 2016; FANTI et al. 2018, BOCATE et al. 2019). Nanoparticulas metalicas
apresentam propriedades fisicas, quimicas e biolégicas diferentes em comparacao
ao metal convencional, devido a sua maior superficie de contato (HERMAN;
HERMAN, 2014).

O mecanismo pelo qual as nanoparticulas de prata exercem sua
atividade antibacteriana ainda n&o esta totalmente esclarecido. Estudos indicam
(Figura 4) que nanoparticulas de prata aumentam a permeabilidade da membrana
celular, inativam enzimas, interferem nos niveis de ATP intracelular, causam dano ao
DNA e induzem formacédo de espécies retivas de oxigénio (FENG et al., 2000;
DIBROV et al., 2002; LOK et al., 2006; LI et al., 2010; KIM et al., 2011). Porém, o
estudo de GRAVES et al. (2015) mostrou que os microrganismos podem

desenvolver resisténcia a nanoparticula de prata por alteragdes genéticas.

oxidagdo de
proteinas

rompimento de
<~ membrana e
parede celular

dano ao DNA

Ry Aq geracdo de
<] @ >> espécies reativas
oy ] Q de oxigénio

interrupgdo do
transporte de elétrons
e demais fungdes de
membrana

Figura 4 — Multiplo mecanismo de acao de nanoparticulas de prata contra células
microbianas. Estudos sugerem que antimicrobianos a base de prata danificam
membrana, DNA bacteriano, oxidam proteinas e enzimas, além de contribuirem para

a geragao de espécies reativas de oxigénio nas céluals bacterianas.
Fonte: adaptado de Li et al. (2008)
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O recente avango da nanotecnologia e o desenvolvimento das
nanoparticulas de prata proporcionou uma nova modalidade terapéutica para o
tratamento de feridas. No entanto, os efeitos benéficos das nanoparticulas de prata
na cicatrizagéo de feridas permanecem desconhecidos.

TIAN e colaboradores (2007) mostraram que as nanoparticulas de
prata exercem efeitos positivos na cicatrizagdo devido a sua propriedade
antimicrobiana, antiinflamatéria e por modular citocinas. Eles investigaram a
concentracdo de IL-6 nas areas de ferida tratadas com nanoparticulas de prata e
observaram sua diminuigado ao longo do processo de cicatrizagdo, o que indica uma
reducao do processo inflamatodrio, ja que essas interleucinas sédo pré-inflamatérias.
Além disso, a concentracdo de TGF-B1 permace baixa durante a ultima fase de
cicatrizacdo, favorecendo a diminuicdo da formacgao de fibroses. A concentragao de
VEGF permaneceram maiores no grupo de nanoparticulas de prata em relagao ao
grupo controle, portanto a formagao de vasos sanguineos é favorecida durante o p
processo de cicatrizagdo, o que € benéfico para a cura da ferida.

LEE et al. (2010) investigaram o efeito de nanoparticulas de prata
em contragcao dérmica e reepitelizacdo epidérmica durante a cicatrizagao de feridas
e sugeriram que as nanoparticulas de prata poderiam aumentar a taxa de
fechamento da ferida. Por outro lado, as nanoparticulas de prata poderiam estimular
a diferenciacido de fibroblastos em miofibroblastos, promovendo assim a contragao
da ferida.

Finalmente, as nanoparticulas de prata (Figura 5) desempenham um
papel na prevencgao da infecgdo e na diminuicdo da carga bacteriana na ferida por
suas propriedades antimicrobianas de amplo espectro. Juntamente com as
propriedades acima, a capacidade de modular citocinas levam a uma melhor diregcao
terapéutica no tratamento de feridas (GUNASEKARAM; NIGUSSE; DHANARAJU,
2011).
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Figura 5. As propriedades das nanoparticulas de prata que trazem a ferida mais
proxima a pele normal. As nanoparticulas de prata desempenham um papel na
prevencao da infec¢do, diminuindo a carga bacteriana na ferida devido a suas
propriedades antimicrobianas. Além disso, as nanoparticulas possuem potentes
propriedades antiinflamatdrias mediadas através da modulagao de citocinas.

Fonte: adaptado de GUNASEKARAN; NIGUSSE; DHANARAJU, 2011.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ARTIGO

Os resultados e discussao, juntamente com a metodologia necessaria ao
desenvolvimento deste trabalho de mestrado, foram apresentados na forma de
artigo, seguindo as normas de formatacédo da revista para qual foi submetido (com
modificagdes para se adequar ao presente manuscrito).
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Resumo
Infecgbes nas feridas sdo uma das mais temidas complicagbes, devido ao fato do
ferimento se tornar um meio de cultura ideal para a colonizacédo e proliferacao de
microrganismos, aumentando o custo do tratamento e a mortalidade dos pacientes.
Devido a essa problematica o objetivo do presente trabalho foi formular géis
contendo nanoparticulas de prata obtidas a partir da biomassa de Fusarium
oxysporum (bio-AgNP), e avaliar a sua atividade antibacteriana, interferéncias na
cicatrizacao e verificar o bioacumulo de prata nos animais apos o tratamento. Para o
teste de atividade antimicrobiana, os microrganismos testados foram Escherichia coli
ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027 e a técnica realizada foi a curva de sobrevivéncia e morte bacteriana. No
teste para avaliar a cicatrizacdo, foram usados 60 ratos adultos, da raca Wistar, nos
quais foi feita uma lesao na regido dorsal. As feridas foram tratadas diariamente de
acordo com o grupo experimental. Para avaliacdo histopatologica, registros da
avaliagdo macroscoépica e coleta do tecido epitelial da lesdo foram feitos nos dias:
1°, 5°, 9° e 17° apods a cirurgia. Dos animais tratados foram coletados: cérebro, um
dos rins, figado, testiculo, bago e sangue para quantificacdo de prata por
espectrofotometria de absorgao atdbmica. No teste de curva de sobrevivéncia e morte
bacteriana, foi constatado que as formulagdes que continham bio-AgNP tiveram
potente acdo antimicrobiana. Referente a cicatrizacdo, ndo foram observadas
variagdes significativas entre as médias das areas das lesdes tratadas com as
diferentes formulagdes em relagdo aos controles. Quanto ao acumulo de prata nos
diversos 6rgaos e no sangue, nao houve diferenca significativa entre os grupos
controles e os grupos experimentais nos dias 1 e 17 ap6s o tratamento, o que indica
que os tratamentos com os produtos formulados ndo ocasionam acumulo de prata
no organismo. O produto formulado contendo bio-AgNP apresentou potente acao
antimicrobiana, sem interferir na cicatrizagcao, nao resultando em acumulo de prata,

sendo uma alternativa para o tratamento de pacientes com feridas.

Palavras-chave: Cicatrizagdo. Infecg¢ao. In vivo. Acumulo de prata. Antibacteriano.
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introducao

Infecgbes nas feridas de pacientes com queimaduras durante o tratamento
sdao uma das mais temidas complicacdes, devido ao fato que na auséncia de
cuidados adequados, o ferimento torna-se um meio de cultura ideal para a
colonizagdo e proliferacdo de todos os tipos de microrganismos. A pele é uma
barreira fisica contra microbios, mas quando se encontra lesionada, o individuo fica
susceptivel a invasdo microbiana’.

O estado imunodeprimido dos pacientes com queimaduras, a auséncia da
barreira da pele, a longa estadia no hospital e as intervengdes invasivas sao fatores
que contribuem para a ocorréncia de infeccbes. Como medida profilatica o
tratamento com antibiéticos € iniciado imediatamente apds a suspeita de infecgdes.
Porém o aumento da resisténcia € o maior obstaculo para o combate a infeccao,
sendo necessario uma terapia empirica com conhecimento prévio da prevaléncia de
bactérias comuns e seu padrdo de resisténcia a antibioticos nessa area?.

A presenca de bactérias na ferida gera uma competicdo por oxigénio e
nutrientes com as células normais. Além disso, bactérias e produtos bacterianos,
como endotoxinas e metaloproteinases, podem causar prejuizos em todas as fases
de cicatrizagdo de feridas®, prolongando o tempo de internagdo do paciente* e
aumentando os custos da internagao®.

A adogao do uso de antibioticos tdpicos, ocasionou diminuigdo significativa na
ocorréncia de infecgbes sistémicas e na mortalidade dos pacientes®®. Porém, séo
relatados casos de resisténcia a sulfadiazina de prata, produto utilizado para a
prevencdo de infecgdes em feridas ®''. Devido aos problemas da resisténcia
bacteriana a sulfadiazina de prata, novos estudos para alternativas no tratamento de
feridas, sdo necessarios. Dentre os novos estudos, podemos destacar o uso da
nanotecnologia®.

Os resultados de Scandorieiro e colaboradores 7 demostraram o potente
efeito antibacteriano das nanoparticulas de prata sintetizadas biologicamente pelo
fungo F. oxysporum contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, incluindo
cepas multirresistentes. Portanto, os objetivos desse trabalho foram formular um
produto contendo bio-AgNP, avaliar a atividade antibacteriana in vitro dos mesmos,
sua atividade cicatrizante in vivo e por fim verificar se o tratamento tépico ocasiona

acumulo de prata nos 6rgaos dos animais tratados, viabilizando a utilizacdo deste
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composto no controle microbiano de feridas, principalmente no cuidado de pacientes

com queimaduras.

Materiais e Métodos

Biossintese das nanopartiulas de prata

A biossintese de nanoparticulas foi realizada de acordo com a metodologia de
Duran's, depositada no Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI) (Pedido de
registro de patente, 2006, Pl 0605681-4A2; http://www.inpi.gov.br). Bio-AgNP foram
obtidas apds redugdo de prata ibnica pelo Fusarium oxysporum, cepa 551,
procedente da colecao de culturas do Laboratério de Genética Molecular da ESALQ-
USP (Piracicaba, Sao Paulo, Brasil). Finalmente, as nanoparticulas de prata foram
caracterizadas, sendo que o diametro foi determinado por espectroscopia de
correlagdo de fétons utilizando o equipamento Zetasizer NanoZS (Malvern), e a

medida do potencial zeta foi realizada utilizando 0 mesmo instrumento.

Preparagao da formulagao

O produto formulado nesse trabalho foi em gel, sendo o veiculo dessa
formulacdo uma fase liquida (agua) e uma fase solida (agentes gelificantes). Os
produtos formulados foram: BASE (Gel contendo a fase liquida e a fase sdélida, sem
a presenca de Bio-AgNP); F250 (Gel contendo 250 uM bio-AgNP); F500 (Gel
contendo 500 yM bio-AgNP); os controles utilizados foram: CTL (solucao fisiolégica
0.9 %) e SD (Sulfadiazina de prata 1 %); O potencial hidrogénio ibnico (pH) das
formulagdes fora medido e estabilizado entre 5,5 e 6,5, que corresponde ao pH ideal

da pele's.

Amostras Bacterianas

As amostras testadas foram: Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027. As amostras estocadas
em meio BHI (Brian Heart Infusion) com 20% de glicerol e armazenados a -20 °C,

foram reativadas apds semeadura em agar BHI e incubacgao a 36,5°C por 18 h.
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Curva de Sobrevivéncia e Morte

Primeiramente, foram adicionados 500 mg dos produtos na placa de Petri
para os testes e 500uL de salina na placa de controle negativo, em seguida
utilizando a alga de Drigalski o produto foi distribuido por toda a placa formado uma
camada homogénea. Posteriormente, 108 UFC/mL (unidades formadoras de coldnia
por mililitro) foram estimadas utilizando a escala 0,5 de McFarland e feita uma
diluicdo de 1:10 em PBS adquirindo um inoculo de 107 UFC/mL. Entdo 100 pL de
bactérias 107 UFC/mL foram inoculadas, utilizando Drigalski, em todas as placas,
inclusive no controle negativo. Nos tempos 0 h, 30 min, 2 h, 8 h e 24 h foram feitas
lavagens utilizando 1 mL de PBS para recuperagao das células bacterianas. A carga
bacteriana recuperada foi diluida em soro fisiolégico e semeada em agar nutriente

para determinar UFC/mL.

Atividade Cicatrizante

Foram utilizados 60 ratos (Rattus norvegicus albinus) da linhagem Wistar,
machos, adultos, com peso médio de 250 g, provenientes do Biotério Central da
Universidade Estadual de Londrina (UEL). Os animais foram acondicionados no
biotério, em gaiolas individuais, em ambiente de luz (ciclo 12h claro/escuro) e
temperatura controladas (22°C * 2°C), e receberam livre acesso a agua potavel e
racdo. O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
UEL, protocolo n°® 22730.2015.98.

Os animais foram distribuidos de forma aleatéria em 5 grupos de 12 animais.
Estes foram subdivididos de acordo com o periodo de morte (1° dia, 5° dia, 9° dia e
17° dia) com 3 animais em cada subgrupo'”-'9. Os grupos experimentais foram: CTL
(Controle negativo — solugéo salina 0,9%); SD (Sulfadiazina de Prata - AZICERIO®);
BASE (Gel contendo a fase liquida e a fase sélida, sem a presenca de Bio-AgNP);
F250 (Gel contendo 250 uM bio-AgNP) e F500 (Gel contendo 500 uM bio-AgNP).

Os animais tiveram a racdo suspensa por quatro horas antes dos
procedimentos cirurgicos, porém permaneceram com ingestdo de agua liberada.
Depois, os ratos foram pesados para a determinagdo da quantidade de solucdo
anestésica a ser empregada em cada animal, e em seguida os mesmos foram
anestesiados via intraperitoneal com associagdo de ketamina (45 mg/mL) e xilazina
(7 mg/mL) em associacao na dose de 0,16 mL/100 g de peso corpéreo, quando

atingido o plano anestésico, foram posicionados sobre prancha cirargica, em
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decubito ventral e imobilizado por fita elastica. Primeiramente, foi realizada a
depilagdo da regido dorso costal em area de aproximadamente 6 cm? 17-20,

Para a técnica operatodria foi utilizado um bisturi contendo lamina cortante na
extremidade inferior. O procedimento cirurgico consistiu na exciséo total da pele com
4 cm? no centro da area depilada até a exposigdo da fascia muscular dorsal. A
hemostasia foi feita por meio de compresséo, utilizando-se gazes'’-%0.

Concluido o ato operatorio, os animais foram acondicionados em gaiolas
individuais e as primeiras aplicagdes topicas foram realizadas. No Grupo controle
negativo foram aplicados 500 yL de salina 0,9%, nos demais grupos foram aplicados
500mg de produto formulado de acordo com o delineamento experimental. Os
animais receberam o analgésico paracetamol (200 mg/mL), dose 200 mg/Kg de peso
corporeo, por 5 dias via gavagem com o objetivo de aliviar as dores, reduzindo o
desconforto e o estresse a que foram submetidos 1721,

Todos os animais, apés o término dos protocolos experimentais foram
eutanasiados por decapitacdo. Imediatamente apos a decapitagdo, o sangue foi
coletado em tubos contendo heparina para quantificacdo do acumulo de prata.
Amostras de figado, baco, cérebro e rins dos animais dos grupos CTL, SD, Fbio-
AgNP1 e Fbio-AgNP2, foram retiradas apds a decapitacdo, para quantificacdo do
acumulo de prata.

Os animais tiveram suas lesbes fotografadas por cémera digital Moticam
(Motic, Xiamen, China). Os dados obtidos diariamente foram registrados e
posteriormente submetidos ao programa computacional MOTIC® [Moticam (Motic,

Xiamen, China) ] no qual o objeto a ser mensurado foi determinado e medido.

Analise Histopatoldgica

Os orgaos coletados foram fixados em solugao de Bouin por 48 hem seguida
foi realizada a desidratagao e inclusdo dos 6rgaos. As pecgas incluidas foram fixadas
em cassetes apropriados e destinadas a microtomia. Foram realizados cortes de 7
Mm de espessura em microtomo (CUT 5062, SLEE MAINZ®). Os cortes obtidos
foram colocados em lamina histolégica de vidro. As laminas foram submetidas a
coloracao de Hematoxilina e Eosina. As observacdes e a analise histolégica foram
realizadas em sistema de captura de imagens Moticam (Motic, Xiamen, China)

acoplado ao fotomicroscépio (Motic, Xiamen, China).
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A partir da analise em aumento de 100 vezes, apurou-se a quantidade de
vasos sanguineos e de células inflamatdrias presentes em cada corte. No momento
da captura, foram demarcados quadrantes com area de 250 um?, sendo utilizada
uma area total de 1000 ym? para a contagem de células inflamatorias por animal,
utilizando quadrantes que n&o foram contabilizados vasos sanguineos. A partir do
plug-in ‘Cell Counter’ do software Imaged 1.50i 22 contabilizou-se o numero de
células inflamatdrias total, diferenciando-as de outros tipos celulares a partir das

caracteristicas do nucleo.

Colonizagao das feridas

Nos dias 1°, 5°, 9° e 17° apos a injuria foram coletadas amostras de swab das
feridas, afim de avaliar a colonizagcao das feridas nos diferentes tratamentos. Todas
as amostras foram coletadas através de swab estéril, umedecido com solugao salina
0,85%, sendo entdo semeadas em placas de Petri contendo BHI agar, e cultivadas

24 h em estufa incubadora a 36,5 °C. Apds crescimento foi determinada a UFC/mL.

Bioacumulo de prata

As amostras de figado, cérebro, bago, rim, testiculo e células sanguineas
foram secas em estufa (60 °C) e posteriormente digeridas a 60 °C, durante 48 h, em
solugao de acido nitrico 5N. Apds a digestdao, o material foi centrifugado (20 min a
1000 r.c.f) e o sobrenadante foi utilizado para a determinacdo da quantidade de

prata®® por Espectrofotometro de Absorgdo Atdmica (AAnalyst 700, PerkinElmer®).

Analise Estatistica
A estatistica foi realizada pelo ANOVA um fator e teste de Tukey, com
auxilio do software R, versédo 3.1.0 (Foundation for Statistical Computing, Viena,

Austria). Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

Resultados

As nanoparticulas de prata apresentaram faixa de diametro de 81,25 nm. A
faixa de potencial Zeta foi de - 36,4 mV, indicando boa estabilizagdo da suspensao
metalica.

Na curva de sobrevivéncia e morte, os controles bacterianos ndo tratados

mostraram que as células microbianas estavam viaveis, havendo manutencao
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populacional com o decorrer do tempo de incubagao. Além disso, para todas as
amostras testadas a BASE n&o apresentou redugao significativa na quantidade de
bactérias (p>0.05), ja@ que ndo possui nenhuma substancia com atividade
antibacteriana. Para a bactéria E. coli ATCC 25922 (Figura 1), SD apresentou
atividade bactericida apos 8 h de tratamento, ja a formulagdo F250 inibiu totalmente
o crescimento em 24 h e a formulagado F500 apresentou atividade bactericida em 8h.
Para a bactéria S. aureus ATCC 25923 (Figura 2), a SD reduziu totalmente a
populacdo bacteriana em 2 h, ja a composicdo F250 apresentou redugao
significativa na densidade celular (p < 0,05) em 8 h e por fim a F500 apresentou total
inibicdo de viabilidade celular em 8 h. Para a bactéria P. aeruginosa ATCC 9027
(Figura 3), a SD reduziu 5,2 log da populagéo bacteriana (p < 0,05)entre2he 8 h, e
levou a total eliminagdo de células viaveis no tempo de 8h, ja a formulagdo F250
inibiu completamente o crescimento bacteriano em 24 h e F500 apresentou atividade
bactericida em 8 h.

Referente ao processo de cicatrizagdo, ndo foram observadas variagdes
significativas (p > 0,05) entre as médias das areas das lesbdes nos diferentes grupos
BASE, F250 e F500 em relagdo a CTL e a SD (Tabela 1 e Figuras 4 e 5). A partir
dos resultados obtidos, as formulagdes F250 e F500 demostraram diminuicdo da
area da ferida similar a SD, produto utilizado hoje no tratamento de feridas em
pacientes com queimaduras. Os grupos CTL e SD apresentaram em média uma
reducdo de 3,69 cm? para 0,20 cm? (94,54 %) e 4,32 cm? para 0,21 cm? (95,14 %)
respectivamente. A retracdo do tamanho da area das feridas dos animais do grupo
BASE foi em média de 4,97 cm? para 0,26 cm? (94,76 %), e por fim os grupos F250 e
F500 apresentaram redugdo média de 3,65 cm? para 0,07 cm? (97,87 %) e 4,94 cm?
para 0,20 cm? (95,95 %) (Tabela 1 e Figuras 4 e 5).

Referente a analise histopatologica (Figura 6, 7 e 8), no primeiro dia apds a
injuria, todos os grupos mostraram a predominancia de células inflamatdrias, e a
presenga de poucos vasos sanguineos No quinto dia, houve uma dominancia de
células inflamatdrias e o inicio do aumento do numero de vasos sanguineos (Figura
9). No nono dia, todos os grupos mostraram decréscimo no numero de células
inflamatoérias e o aumento na quantidade de vasos sanguineos (Figura 9). No
décimo sétimo dia, ocorreu a redugdo no numero de células inflamatorias e vasos
sanguineos (Figura 9). Quantitativamente pode ser considerada a presenca de

efeitos cicatrizante nos diferentes tratamentos, devido as seguintes observagdes:
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proliferagdo vascular aumentada a partir do 5 dia ap6s o inicio do tratamento e com
o0 pico ocorrendo no 9° dia; e presenga de infiltrado inflamatério aumentado no
primeiro dia e no quinto dia apds tratamento, reduzindo nos dias subsequentes. Nao
foi observada diferenga significativa entre os grupos (p > 0,05).

A cultura bacteriana da ferida (Figura 10) apresentou crescimento de
microrganismos desde o primeiro dia apds a lesdo nos grupos CTL, SD, BASE, F250
e F500. O crescimento bacteriano no grupo CTL foi de aproximadamente 103 e 10*
UFC/mL; no grupo SD o crescimento ficou entorno de 102 UFC/mL no inicio e
aumentando no decorrer dos dias de experimento; os animais do grupo F250 tiveram
cultura positiva da ferida préxima a 10* UFC/mL no inicio e apresentou decréscimo
para 102 UFC/mL, apresentando desempenho inferior a SD no comego do
tratamento; porém o grupo F500 apresentou crescimento proximo a 102 UFC/mL
durantes os primeiros dias, e 10 UFC/mL nos dias 9 e 17 apds a lesdao, mostrando
ser a melhor alternativa no que se refere a protegdo da ferida contra
microrganismos.

A quantificagdo de prata foi realizada nos animais do grupo CTL, SD, F250 e
F500 apos 1 e 17 dias de tratamento (Figura 11). Em nenhum dos casos foi
constatada concentragdes de Ag significativamente maiores (p > 0,05), em relacao
ao CTL. Os ratos do grupo CTL no primeiro dia de tratamento apresentaram maior
acumulo de Ag no rim, seguido do figado, bacgo, testiculo, cérebro e sangue,
variando de 0,059 a 0,340 pug de Ag por grama de tecido. J&4 no 17° dia de
tratamento, os animais do grupo CTL apresentaram maior acumulo de Ag no figado,
no bago, no cérebro, no testiculo, no rim e no sangue, apresentando em média
0,024 a 0,228 ug de Ag por grama de tecido. No grupo SD apds 1 dia de tratamento
houve em média um acumulo de 0,1549 a 0,420 ug de Ag por grama de tecido,
sendo que o maior acumulo ocorreu no figado. Apds 17 dias de tratamento verificou
em média um acumulo de 0,083 a 0,300 ug de Ag por grama de tecido, e o figado o
orgao com maior quantidade desse metal. Os animais do grupo F250 apresentaram
em média uma variacéo de 0,357 a 0,080 pg de Ag por grama de tecido no inicio do
tratamento, o que ndo obteve grandes alteragdes apds 17 dias de tratamento, cuja a
média foi 0,191 a 0,0455 ug de Ag por grama de tecido. Os animais do grupo F500
apresentaram em média uma variagao de 0,223 a 0,049 pg de Ag por grama de

tecido (Figura 11) no inicio do tratamento, o que nao obteve grandes alteragdes
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apo6s 17 dias de tratamento, cuja a média foi 0,177 a 0,061 ug de Ag por grama de

tecido.

Discussao

A nanotecnologia € um campo importante da pesquisa moderna que se refere
ao projeto, sintese e manipulagdo de estruturas de particulas que variam de
aproximadamente 1-100 nm. A sintese de nanoparticula de prata pode ser realizada
por métodos quimicos, fisicos e bioldgicos. Os métodos quimicos envolvem o uso de
produtos quimicos toxicos que poluem o meio ambiente e sdo prejudiciais para os
animais?*. Por outro lado, os métodos fisicos ndo envolvem produtos quimicos
téxicos e geralmente envolvem procedimentos rapidos, no entanto, uma grande
desvantagem € o alto consumo de energia para a sua producdo. Ja na sintese
biolégica de nanoparticula de prata, a grande vantagem € que os agentes redutores
e estabilizadores toxicos sdo substituidos por moléculas nao-téxicas (proteinas,
carboidratos, antioxidantes, etc.) produzidas por organismos vivos, incluindo
bactérias, fungos, leveduras e plantas?®.

No método de Curva de sobrevivéncia e morte bacteriana, a formulagao
BASE nao apresentou diminuicao significativa da densidade populacional
bacteriana, apresentando comportamento similar ao controle negativo, uma vez que
nessa formulagcdo ndo havia nenhum composto com acao antimicrobiana.

A SD apresentou diminuicdo significativa da densidade populacional
bacteriana, pois a sulfadiazina de prata € o agente antibidtico tépico mais
comumente usado para a profilaxia de infeccdes nas feridas de pacientes
ambulatoriais e hospitalizados com queimadura. Este agente € uma combinacéo de
sulfadiazina de sodio e nitrato de prata. O ion de prata se liga ao acido nucleico do
microrganismo, liberando a sulfadiazina, que entao interfere com o metabolismo do
microbiano ?7. A sulfadiazina de prata tem excelente cobertura antibacteriana, porém
ja foram relatados casos de resisténcia?8.

Os produtos que continham em sua formulagdo bio-AgNP tiveram potente
acdo antimicrobiana, resultados que corroboram com Scandorieiro’™. O mecanismo
pelo qual as nanoparticulas de prata exercem sua atividade antibacteriana ainda nao
esta totalmente esclarecido. Estudos indicam que nanoparticulas de prata aumentam

a permeabilidade da membrana celular, inativam enzimas, interfere nos niveis de
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ATP intracelular, causam danos ao DNA e induzem formagao de espécies reativas
de oxigénio?%-33,

Referente a cicatrizagdo, ndo foram observadas variagdes significativas entre
as médias das areas das lesbes tratadas com BASE, F250 e F500 em relagcédo ao
CTL e a SD, portanto nesse aspecto, os produtos ndo interferiram na cicatrizagao e
tiveram acéao similar com SD, produto utilizado hoje na profilaxia contra infec¢ao em
pacientes com feridas.

O tratamento com a BASE apresentou reducgao igual a todos os outros grupos
de tratamento, isso ocorreu devido a grande hidratacdo que o gel forneceu a pele,
ressaltando a importancia da hidratagdo das feridas34. Os grupos F250 e F500
apresentaram uma tendéncia a reduzir o tempo de cicatrizacdo das feridas, como
mostram outros estudos que relatam que a nanoparticula de prata € um curativo
ideal, ja que atua como uma barreira para microrganismos, remove excesso de
exsudato, ndo € toxica, ndo causar alergia, € facil remogcao e promotor da
cicatrizacao.

O processo de cicatrizacdo é dividido em trés fases principais: inflamatéria,
proliferagédo e remodelamento da cicatriz 36-38,

A fase inflamatdria inicia-se apds o aparecimento da lesdo, com a ruptura de
vasos sanguineos e o extravasamento de seus constituintes. No primeiro momento,
a resposta local é voltada para a contencao desse extravasamento, liberacido local
de mediadores inflamatérios que requisitaram neutréfilos e macrofagos3®-4!.  As
células inflamatérias constituem a primeira linha de defesa do organismo, sendo
essenciais no combate contra agentes infecciosos, sao observados principalmente
na primeira semana apoés a lesdo e podem persistir caso houver infeccao da ferida.
Em nosso trabalho o processo inflamatério, € muito evidenciado em todos os grupos
no primeiro dia e quinto dia de tratamento. Esse resultado condiz com o processo de
recuperacao de feridas, que se inicial com a fase inflamatoria'”-1945,

Na fase proliferativa ocorre o processo de angiogénese, que se refere ao
crescimento de novos vasos (neovascularizagao). A formagdo de novos vasos €
importante nesse estagio pois permite o transporte de oxigénio e nutrientes para o
local da lesdo%” .Em nosso trabalho o processo de neovascularizagdo comegou a
ficar evidente a partir do quinto dia de lesao e teve seu apice no nono dia da lesao,

conforme a lesao evoluia para a cura a evidéncia de vasos reduziu.
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As feridas abertas por apresentarem auséncia de um epitélio intacto se
tornam um ambiente propicio para o desenvolvimento de microrganismos®#6. Em
nosso trabalho, a FbioAgNP1 e 2 apresentaram contagem bacterianas da ferida
inferiores ao CTL e SD, mostrando minimizar a presenca bacteriana da ferida,
evitando e prevenindo a contaminagao e colonizagdo das feridas. Finalmente, as
nanoparticulas de prata desempenham um papel na prevengao da infeccdo e na
diminuicdo da carga bacteriana na ferida por suas propriedades antimicrobianas de
amplo espectro*’, caracteristica evidenciada nos resultados da colonizagdo da
ferida.

Quanto ao acumulo de prata nos diversos 6rgdos e no sangue, ndo houve
diferenga significativa entre o grupo CTL e os grupos experimentais nos dias 1 e 17
apods o tratamento, o que indica que o tratamento com SD e os produtos formulados
com bio-AgNP n&o ocasionaram acumulo de prata no organismo quando usado pelo
periodo de 17 dias. Bulzulokov e colaboradores4® utilizaram a administragdo
intragastrica de nanoparticula de prata e verificaram o bioacumulo no figado, rim,
baco, coragdo, gbénadas, cérebro e sangue, sendo o maior conteudo de
nanoparticula de prata encontrado no figado. Segundo os autores, apesar da
deteccdo de nanoparticula de prata nos orgédos e tecidos, o conteudo de Ag
encontrado esta abaixo da concentragdo considerada citotoxica. Porém nosso
trabalho € o primeiro relato de quantificacdo de Ag pela técnica de
espectrofotometria de absorgéo atdmica em varios érgaos quando a nanoparticula &
administrada por via topica, e ficou evidenciado ndo ocorrer o acumulo de Ag
quando a nanoparticula € utilizada pelo periodo de 17 dias.

Os produtos formulados contendo bio-AgNP sdo uma possivel alternativa ao
tratamento de feridas, uma vez que apresentam otima atividade antibacteriana,
podendo auxiliar no combate a infecgdo em pacientes com feridas; além disso nao
interferem no processo de cicatrizagdo e ndao geram acumulo de prata na corrente

sanguinea, figado, rim, cérebro e testiculo dos animais tratados.
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Figuras e Tabelas

Log CFU/mL
© =2 N W A o N

=5

1

0 2 8 24
Time of incubation (h)

&CTL @#SD ©-BASE 4-F250 ®F500

Figura 1. Efeito da atividade antibacteriana dos produtos formulados frente a
bactéria Escherichia coli ATCC 25922. Nao houve diferenca significativa entre os
resultados encontrados (p > 0.05).
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Figura 2. Efeito da atividade antibacteriana dos produtos formulados frente a
bactéria Staphylococcus auereus ATCC 25923. Nao houve diferenga significativa
entre os resultados encontrados (p > 0.05).
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Figura 3. Efeito da atividade antibacteriana dos produtos formulados frente a
bactéria Pseudomonas aeroginosa ATCC 9027. Nao houve diferenga significativa
entre os resultados encontrados (p > 0.05).
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Figura 4. Recuperagao da lesdo em porcentagem de acordo com o tamanho inicia
da ferida nos dias 1, 5, 9 e 17 de tratamento. N&ao houve diferencga significativa entre
os resultados encontrados (p > 0.05).
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Figura 5. Tamanho da les&o em ratos, apos incisdo dorsal e tratamento. 1A, 2A, 3A
4A. Tamanho da lesdo apds tratamento com SD durante 1 dia, 5 dias, 9 dias e 17
dias respectivamente. 1B, 2B, 3B e 4B. Tamanho da lesao apds tratamento com SD
durante 1 dia, 5 dias, 9 dias e 17 dias respectivamente. 1C, 2C, 3C e 4C. Tamanho
da lesdo apos tratamento com BASE durante 1 dia, 5 dias, 9 dias e 17 dias
respectivamente. 1D, 2D, 3D e 4D. Tamanho da lesao apds tratamento com F250
durante 1 dia, 5 dias, 9 dias e 17 dias respectivamente. 1E, 2E, 3E e 4E. Tamanho
da lesdo apds tratamento com F500 durante 1 dia, 5 dias, 9 dias e 17 dias
respectivamente.
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Figura 6. Eosina e hematoxilina no grupo CTL. A. Epiderme; B. Derme; C. Vasos
sanguineos.

Figura 7. Eosina e hematoxilina no grupo CTL (40x). A. Células inflamatéria.



Figura 8. Eosina e hematoxilina no grupo CTL. A. Vasos Sanguineos.
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Figura 9. Resultados da quantificagcdo de prata por espectrofotometria de absorgéo
atdbmica nos diferentes grupos durante os dias 1 e 17 de tratamento. Resultados

expressos em nanograma por grama de tecido.
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Figura 10. Presenga de microrganismos nas feridas durante os 17 dias de
tratamento. Nao houve diferenca significativa entre os resultados encontrados (p >
0.05).
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Figura 11. Resultados da quantificagdo de prata por espectrofotometria de absorgao
atbmica nos diferentes grupos durante os dias 1 e 17 de tratamento. Resultados
expressos em nanograma por grama de tecido. Nao houve diferenca significativa
entre os resultados encontrados (p > 0.05).

Mean (cm?) + Standard Deviation

Group

Day 1 Day 5 Day 9 Day 17
CTL 3.69 £ 0.61 2.51+0.37 1.21+£0.38 0.20 £ 0.08
SD 4.32+0.51 3.83+0.45 1.73+£0.21 0.21 £ 0.02
BASE 497 +0.75 2.75+0.25 1.23+£0.01 0.26 £ 0.05
F250 3.65+0.14 219+0.16 1.14 £ 0.36 0.07 £ 0.03
F500 4.94 + 042 3.71+£0.28 1.58 £ 0.19 0.20 £ 0.01

CTL (Negative control - saline solution 0.9% m/v); SD (Silver Sulfadiazine); BASE (Gel without Bio-
AgNP); F250 (Gel containing bio-AgNP at 250 yM) and F500 (Gel containing bio-AgNP at 500 puM).
Results are expressed as mean + Standard Deviation.

Tabela 1. Tamanho da lesdao em ratos, apdés 1 dia, 5 dias, 9 dias e 17 dias de
tratamento com CTL, SD, BASE, F250 e F500. Resultados expressos em média +
SD (desvio padrédo). (Nao houve diferenca significativa entre os resultados
encontrados (p > 0.05).
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CONCLUSAO

A nanoparticula de prata quando incorporadas a formulagao
apresentam atividade antibacteriana contra todas as cepas testadas, Escherichia coli
ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923 and Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027.

O efeito antimicrobiano das nanoparticulas de pratas foi observado
na diminuicdo da carga microbiana das feridas no decorrer do tempo de tratamento.
Além disso, ficou evidente que as nanoparticulas de prata néo interferem no tempo
da cicatrizagdo, ndo ocasionam alteracdo na quantidade de células inflamatdrias,
vasos sanguineos e na produg¢ao de colageno durante o tratamento.

Por fim, o uso do produto formulado ndo ocasionou acumulo de
prata na corrente sanguinea, figado, rim, bagco, cérebro e testiculo dos animais
tratados, o que sugere baixa toxicidade da formulagao.

Os géis formulados sdo uma alternativa ao tratamento de feridas,
uma vez que apresentam Otima atividade antibacteriana, podendo auxiliar no
combate a infeccdo em pacientes com feridas; além disso nao interferem no
processo de cicatrizagdo e ndo geram bioacumulo de prata. Porém, sao necessario
mais estudos para elucidar o mecanismo que as nanoparticulas de prata atuam no
processo de cicatrizagdo e avaliar a toxicidade desse composto quando aplicados

em feridas de maior extensao e por um periodo maior de tempo.



