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RESUMO

SOUSA, Grazielly M. de. Estudo experimental sobre a toxicidade do curativo
de hidrogel com nanoprata em ratos. 2020. 75 p. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias) — Instituto de Pesquisa Energéticas e Nucleares — IPEN-CNEN/SP. Séo
Paulo.

OBJETIVOS: avaliar a toxicidade do curativo de hidrogel com nanoprata a 22 ppm
e 44 ppm em lesdes cutaneas superficiais utilizando ratos Wistar, a partir da analise
histopatologica de parte do figado e rins; avaliar os possiveis efeitos toxicos sobre
as funcbes renal, hepatica e células sanguineas por meio do hemograma.
METODOLOGIA: Trata-se de um estudo pré-clinico. Os curativos de hidrogel e
hidrogel com nanoprata com concentracoes de 22 e 44 ppm foram produzidos no
Centro de Quimica e Meio Ambiente (CQMA) do IPEN. A pesquisa foi realizada no
Biotério da Faculdade Presidente Antonio Carlos em Porto Nacional (FAPAC ITPAC
Porto), Tocantins. Foram utilizados 85 ratos, adultos jovens, machos, com idade
média de 60 a 90 dias. Os animais foram classificados aleatoriamente em trés
grupos. O tratamento das lesdes foi realizado a cada trés dias e uma vez ao dia.
Os sinais clinicos e peso corporal dos ratos foram registrados. As amostras
sanguineas e os 6rgaos foram posteriormente coletados para exame bioquimico.
As pecas anatbmicas, apoés retirados cirurgicamente, foram submetidas aos
procedimentos de rotina para blocagem e histotécnica. O projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica no Uso de Animais da FAPAC ITPAC Porto. Todos os dados foram
tabulados e analisados pelo software GraphPad Prism version 8.0.1, teste de
Shapiro-Wilk para verificar a normalidade dos dados. Para dados ndo paramétricos
utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis e as comparacdes pelo pos-teste de Dunn.
Para dados de distribuicdo normal analise do (ANOVA) e por meio do teste de
Tukey. RESULTADOS: Para cada parametro hematoldgico avaliado nos diferentes
tempos, 0s trés grupos se comportaram de maneira muito parecida e demonstraram
nao serem diferentes estatisticamente, salvo poucas excec¢des ao que se refere as
células sanguineas mononucleares. Na analise de dosagem da uréia as médias do
grupo controle comparados com os do demais tratamentos, notou-se que as médias
do HP22 foram maiores no tempo de 7 e 14 dias, enquanto que as do grupo do
HP44 se apresentaram maiores em 24 horas, 7 dias e 14 dias. Na dosagem de

creatinina, somente o grupo (HP44) 14 dias mostrou-se maior. Na comparacao das



médias de ALT, em relagdo ao grupo (H), observou-se que as médias do (HP22)
foram maiores em 24 h e 3 dias, enquanto que as do grupo (HP44) mostraram ser
maiores em 24 h, 7, 14 e 30 dias. No AST notou-se que o (HP22) foi maior em 3, 7
e 14 dias enquanto que o (HP44) foi em 24 h e 7 dias. O estudo ndo apresentou
alteracdes significativas ao que se refere as andlises histopatoldgicas do figado e
rins. CONCLUSOES: os curativos de hidrogel com nanoparticulas de prata
reticulados e esterilizados por irradiacdo com raios gama produzidos no IPEN/USP,
nao induziram toxicidade aos animais e os dados servirdo como base para estimar

o potencial de risco de eventual exposi¢do a saude humana.

Palavras-chave: Hidrogel; Prata; Toxicidade



ABSTRACT

SOUSA, Grazielly M. de. Estudo experimental sobre a toxicidade do curativo de
hidrogel com nanoprata em ratos. 2020. 75 p. Dissertacédo (Mestrado em Ciéncias)
— Instituto de Pesquisa Energéticas e Nucleares — IPEN-CNEN/SP. Sao Paulo.

OBJECTIVES: to evaluate the toxicity of the hydrogel dressing with nano-silver at 22
ppm and 44 ppm in superficial skin lesions using Wistar rats, from the histopathological
analysis of part of the liver and kidneys; evaluate the possible toxic effects on kidney,
liver and blood cell functions through the blood count. METHODOLOGY: This is a pre-
clinical study. The hydrogel and hydrogel dressings with nano-silver with
concentrations of 22 and 44 ppm were produced at the Chemistry and Environment
Center (CQMA) of IPEN. The research was carried out at the Vivarium of Faculdade
Presidente Antdnio Carlos in Porto Nacional (FAPAC ITPAC Porto), Tocantins. Eighty-
five young adult male rats were used, with an average age of 60 to 90 days. The
animals were randomly classified into three groups. The lesions were treated every
three days and once a day. The clinical signs and body weight of the rats were
recorded. Blood samples and organs were later collected for biochemical examination.
The anatomical specimens, after surgically removed, were submitted to routine
blocking and histotechnical procedures. The project was approved by the FAPAC
ITPAC Porto Animal Use Ethics Committee. All data were tabulated and analyzed
using the GraphPad Prism version 8.0.1 software, Shapiro-Wilk test to verify the
normality of the data. For non-parametric data, the Kruskal-Wallis test and
comparisons using the Dunn post-test were used. For normal distribution data analysis
(ANOVA) and through the Tukey test. RESULTS: For each hematological parameter
evaluated at different times, the three groups behaved in a very similar way and
demonstrated that they were not statistically different, with few exceptions to what
refers to mononuclear blood cells. In the analysis of urea dosage the means of the
control group compared to those of the other treatments, it was noted that the means
of the HP22 were higher in the time of 7 and 14 days, while the group of the HP44
were higher in 24 hours, 7 days and 14 days. In the creatinine dosage, only the group
(HP44) 14 days was shown to be higher. When comparing the means of ALT, in
relation to the group (H), it was observed that the means of (HP22) were higher in 24
h and 3 days, while the group (HP44) showed to be higher in 24 h, 7, 14 and 30 days.
In AST it was noted that (HP22) was higher in 3, 7 and 14 days while (HP44) was



higher in 24 h and 7 days. The study did not show any significant changes regarding
the histopathological analyzes of the liver and kidneys. CONCLUSIONS: hydrogel
dressings with crosslinked silver nanopatrticles and sterilized by gamma rays produced
at IPEN / USP, did not induce toxicity to animals and the data will serve as a basis to

estimate the potential risk of possible exposure to human health.

Keywords: Hydrogel; Silver; Toxicity
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1 INTRODUCAO

Ferida é toda lesdo que cause descontinuidade no tecido epitelial,
acometem qualquer pessoa, em todas as idades, podendo ser classificadas de
diversas formas: pelo tipo de agente causal, pelo grau de contaminacéo, pelo tempo
e profundidade das lesdes. E considerado um grande problema de salde, pois
envolve fatores relacionados ao paciente e seu meio externo (IRION, 2005).

O grande desafio para os profissionais da saude é o tratamento ideal que
estimule a cicatrizagéo tecidual, seja da ferida aguda ou crénica. A cicatrizacéo &
um processo fisioldgico e dindmico que busca restaurar a continuidade dos tecidos.
No processo de reparacao tecidual trés etapas sédo evidenciadas: fase inflamatéria,
proliferativa e de maturagao.

Com o desenvolvimento da tecnologia em saude, tem se produzido
diversos tipos de curativos com a finalidade de intensificar o processo de
cicatrizacdo e proporcionar ao paciente melhores condicbes de tratamento e
recuperacédo. Essa variedade de curativos possibilita melhor adequacao e manejo
das feridas. O curativo além de proteger e manter o ambiente da ferida tmido deve
combater a infeccdo e a inflamacéo, acelerar o processo de cicatrizacdo, reduzir a
dor e proporcionar conforto ao paciente (FRANCO; GONCALVES, 2008).

A escolha do curativo tem papel singular para o sucesso do tratamento,
sendo necessario avaliar a causa da ferida, o local e tamanho da leséo, a
guantidade de exsudato, o leito da ferida e o potencial de contaminacao. Associado
a estas questdes deve-se levar em consideracdo a ndo aderéncia ao leito da ferida,
diminuicdo do numero de trocas, absorcdo de exsudato, protecdo da lesdo,
influencia na auséncia ou diminuicdo da dor, estimulo do tecido de cicatrizacao e
baixo custo (IRION, 2005).

Os hidrogéis sao redes poliméricas capazes de absorver e reter grandes
volumes de agua e fluidos corpéreos sem se dissolver. Apresentam em sua
estrutura dominios hidrofilicos que s&o hidratados e reticulados em suas cadeias
poliméricas. Possui em sua composi¢cdo elevado teor de &agua, baixa tensdo
interfacial possibilitando baixa tendéncia em adsorver proteinas dos fluidos
corporeos e adesao celular, propriedades fisicas similares ao tecido humano,
estrutura microporosa e boa permeabilidade ao oxigénio (ALCANTRA, et al., 2013).

Os hidrogéis estdo entre os produtos mais utilizados no tratamento de feridas
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abertas, pois mantem o meio umido ideal para o processo de cicatrizacdo, sao
macios e ndo causam danos ao tecido de granulagéo.

Indmeros compostos sdo associados as coberturas de feridas entre eles
pode-se citar a utilizacao da prata (Ag) ou das nanoparticulas de prata (NPAQ) que
tem acao bactericida e bacteriostatica aos microorganismos do leito da ferida, o que
garante a seguranca do nivel de contaminacado, prevenindo o desequilibrio que
propicia a infeccao.

A prata tem sido usada como um agente terapéutico antimicrobiano ha mais
de 2000 anos. Apresenta acgéo antisséptica, antimicrobiana e anti-inflamatoria. E
eficaz contra um amplo espectro de bactérias aerdbias, anaerdbias, gram positivas,
gram negativas; além de atividade contra fungos e virus. E biologicamente ativa na
sua forma solGvel, i6nica ou ndo (Ag* ou AgP®). A forma idnica possui potente efeito
antimicrobiano por meio do bloqueio imediato da cadeia respiratoria, destruicdo da
membrana celular e parede bacteriana. A forma Ag° esta presente nos compostos
nanocristalinos (WRIGHT et al., 2002).

Muitos estudos apontam um futuro promissor ao uso de NPAg, pois sua
atividade antibacteriana é influenciada pelo tamanho das particulas, com o tamanho
reduzido e sem agregacao demonstram acao contra as bactérias gram-negativas e
gram-positivas. Além disso, a NPAg pode promover a proliferacao de queratindcitos
no processo de reepitalizacdo e também conduzir a diferenciacdo dos fibroblastos
em miofibroblastos (NOGUEIRA; PAINO; ZUCOLOTTO, 2013).

A exposicdo humana a NPAg pode ocorrer de diferentes maneiras:
inalacdo, ingestao, injecdo e contato dérmico. Uma vez dentro do corpo, as NPAg
entram rapidamente na circulacdo e podem migrar para o figado, rim, baco,
pulmdes e cérebro, induzindo toxicidade (PAULA, 2013).

O figado é o 6rgdo mais atingido pela acao toxica de varias substancias e
por possuir grande importancia na manutencao da homeostasia, se faz necessario
estudos para que haja uma segura utilizacdo das nanoparticulas. A acumulagéo
excessiva de NPAg no figado pode levar a certos efeitos adversos tais como
alteracOes patolégicas na morfologia hepatica, geracdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), danos no DNA e alteracdes nas atividades enzimaticas hepaticas
(COSTA, 2009).

Testes subagudos de toxicidade em ratos, mostraram tolerancia em doses

de 1000 mg Kg * de NPAg sem alteracdes significativas no peso corporal. Também
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foi observado aumento dos niveis de fosfatase alcalina e do colesterol com doses
acima de 300 mg kgt indicando alteracdes funcionais do tecido hepatico (PAL; TAK
e SONG, 2007).

Acredita-se que a toxicidade possa depender do tamanho e a forma, pois
particulas de tamanho reduzido (10nm) podem passar através da membrana celular
e 0 seu acumulo intracelular pode levar a uma deficiéncia no funcionamento da
célula. A toxicidade da nanoprata provoca inducdo de estresse oxidativo ou
disfuncéo celular (NEVES, 2013).

Diversos curativos com prata e nanoprata vém sendo introduzidos no
mercado. E faz-se necessario avaliar o real efeito deste metal na cicatrizacédo e
acao anti-inflamatéria das feridas, bem como, sobre a sua toxicidade. Alguns
estudos indicam possiveis efeitos toxicos agudos, demonstrando a necessidade de
um melhor entendimento dos efeitos destes materiais antes de serem utilizados em
processos ou em produtos do cotidiano. Embora a toxicologia da prata e seus
compostos tenham sido estudados, existem varias lacunas para mais
conhecimentos sobre os riscos causados pela prata na forma de nanoparticulas,
tanto para seres humanos quanto para 0 meio ambiente. Ainda s&o poucos 0s
estudos sobre a toxicidade da prata no organismo, que por vezes Sao
contraditorios.

O estudo sobre o hidrogel com nanoprata nas concentracdes de 22 e 44
ppm produzidos no laboratério do Centro de Quimica e Meio Ambiente (CQMA) do
IPEN, torna importante para melhor compreender a toxicidade, distribui¢ao,

bioacumulacao e excrecdo da nanoparticula
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a toxicidade do curativo de hidrogel com nanoprata a 22 ppm e 44
ppm em lesBes cutaneas superficiais com cicatrizacdo por segunda intencao

utilizando ratos Wistar.

2.2 Objetivos Especificos

e Acompanhar as possiveis alteraces clinicas provenientes do uso tépico do
hidrogel com nanoprata.

e Avaliar os possiveis efeitos citotoxicos das nanoparticulas de prata em animais
submetidos a lesBes superficiais a partir da histopatologia de amostras de figado
e rins.

e Avaliar os possiveis efeitos toxicos do uso topico de hidrogel com nanoprata
sobre as funcdes renal e hepatica, por meio das concentracdes séricas de
creatinina e uréia, bem como, dosar as enzimas alanina aminotransferase (ALT)
e aspartato aminotransferase (AST).

e Avaliar os possiveis efeitos toxicos do uso topico do hidrogel com nanoprata

sobre 0s componentes sanguineos por meio do hemograma completo.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Pele

A pele € o maior 6rgdo do corpo humano, correspondendo a
aproximadamente 16% do peso corporeo total, é responsavel por diversas funcdes
no organismo, como protecdo contra desidratacdo, atrito e invasdo de
microrganismos, envio de informacdes do ambiente externo ao sistema nervoso
central (SNC), termorregulacao e excrecdo de substancias. A pele é composta por
duas camadas: epiderme (camada superficial, ndo vascularizada e constituida por
tecido epitelial) e derme (camada profunda, ricamente vascularizada e constituida
por tecido conjuntivo) A hipoderme ou tecido subcutaneo ndo pertence a camada
da pele e serve-lhe apenas de unido com o6rgdos adjacentes (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2018).

Figura 1: Representacdo da pele e suas camadas

Epiderme —[_|

Derme

Hipoderme

Fonte: https://ssl.adam.com/content.aspx?productld=125&pid=70&gid=8912&site=bestdoctors.
adam.com&login=BEST4545

A epiderme é constituida por cinco camadas (basal, espinhosa, granulosa,
licida e cérnea). Na camada granulosa, os granulos lamelares (que contém discos
lamelares formados por bicamadas lipidicas) sdo sintetizados e, posteriormente,
seu material lipidico € depositado no espaco intercelular da camada cornea.
Juntamente com o0s cornedcitos (queratinécitos maduros) ali presentes, a
deposicao deste material contribui para a formacao de uma barreira impermeével a
agua e contra a penetracdo de substancias. Desta forma, a camada coOrnea atua
como fator limitante para a penetracdo de agentes terapéuticos (GUTERRES;
ALVES; POHLMANN, 2007; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2018).


https://journals.sagepub.com/action/doSearch?target=default&ContribAuthorStored=Alves%2C+Marta+P
https://journals.sagepub.com/action/doSearch?target=default&ContribAuthorStored=Pohlmann%2C+Adriana+R
https://ssl.adam.com/content.aspx?productId=125&pid=70&gid=8912&site=bestdoctors.adam.com&login=BEST4545
https://ssl.adam.com/content.aspx?productId=125&pid=70&gid=8912&site=bestdoctors.adam.com&login=BEST4545
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A derme é rica em terminagdes nervosas, vasos sanguineos e linfaticos,
mas basicamente acelular. E constituida por duas camadas: papilar, na qual estdo
presentes fibrilas de colageno (que prendem a derme a epiderme) e pequenos
vasos sanguineos que nutrem e oxigenam a epiderme, e reticular, a qual
apresenta muitas fibras proteicas (colageno e elastina), que juntamente com a
camada papilar sdo responsaveis pela elasticidade da pele (CHURCH et al., 2006).
Epiderme e derme sdo unidas por um complexo de apéndices epidérmicos
(foliculos pilosos, glandulas sudoriparas e sebaceas), cujos eixos sdo revestidos
com células epiteliais. Os apéndices epidérmicos, embora com capacidade
limitada, podem ser utilizados como vias adicionais de absor¢do de farmacos
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2018).

A hipoderme é constituida basicamente por adipécitos (células que
armazenam grandes quantidades de lipideos) e desempenha funcbes de
isolamento térmico, fornecimento de energia e absorcdo de choque
(amortecimento) (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2018).

3.2 Feridas

Feridas séo caracterizadas como lesbes ou alteracdes de ordem celular,
sobre a superficie da pele, as quais podem estar relacionadas a diversos fatores
desencadeadores, tais como danos externos ao corpo, respostas imunoldgicas,
tumores, entre outras diversas etiologias. Sdo usualmente classificadas em agudas
ou cronicas: agudas: lesbes que se regeneram com menos de 21 dias e as
crénicas: demandam mais tempo no processo de cicatrizacdo (ARCARO, 2018).

Podem ser também classificadas quanto as suas caracteristicas, causas,
cirrgicas (por incisdo, excisdo ou puncao), traumaticas (mecanico, fisico ou
guimico) ou ulcerativas. Quanto ao conteudo microbiano, as feridas podem ser
classificadas como limpas (em condi¢des assépticas), limpas contaminadas (tempo
inferior de 6 horas entre trauma e atendimento, sem contaminacgao significativa),
contaminadas (tempo de atendimento superior a 6 horas, sem sinal de infeccao) e
infectadas (presenca de agente infeccioso ou intensa reagéo inflamatéria, podendo
estar presente o pus). Classifica-se ainda as feridas de acordo com o volume de
exsudato (liquido com alto teor de proteinas séricas e leucocitos, produzido como

reacdo a danos nos tecidos e vasos sanguineos), sendo definidas como secas,
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pouco exsudativas, moderadamente exsudativas e altamente exsudativas
(SANTOS, 2016).

Quanto a cicatrizacdo existe trés formas distintas as quais dependem da
quantidade de tecido lesionado e da presenca ou ndo de infec¢do. Cientificamente
podem ser classificadas como: cicatrizacao por primeira intencdo (nédo ha perda de
tecido e as bordas da ferida ficam justapostas), cicatrizagdo por segunda intencao
(perda de tecido e bordas nado justapostas, cicatrizando mais lentamente) e
cicatrizacdo por terceira intencao (corrigidas cirurgicamente, normalmente cronicas

sem resposta a tratamento usual) (COELHO et al., 2010).

3.3 Processo de cicatrizacao de feridas

Quando a pele é lesionada, uma série de eventos celulares e moleculares
€ desencadeada visando a regeneracdo do tecido danificado e o restabelecimento
da hemostasia. Os eventos que desencadeiam a cicatrizacdo sao intercedidos e
sustentados por mediadores bioquimicos, descritos em diferentes fases em
determinado periodo de tempo (LIMA et al., 2012).

A cicatrizacdo € classificada em trés fases distintas: inflamacéo,
proliferacdo e maturacdo (remodelacdo). A profundidade da lesdo determina a
sequéncia dessas fases, uma vez que as feridas podem ser superficiais, parciais
ou totais (IRION, 2012). A evolucao do nimero de células sanguineas e fibroblastos

nas fases do processo de cicatrizagéo estao representados na (Figura 2).

Figura 2: Evolugdo do numero relativo de células sanguineas e fibroblastos nas fases do processo
de cicatrizacgéo.
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Fonte: https://www.nescon.medicina.ufmg.br/biblioteca/imagem/4491.pdf
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A fase inflamatdria inicia apds a ocorréncia da leséo e libera substancias
vasoconstritoras como primeira resposta. No local onde o endotélio € lesado ha um
estimulo para que se inicie a cascata de coagulacdo visando a homeostasia.
Quando a cascata € iniciada sao liberados das plaquetas fatores de crescimento,
tais como, fator de transformacéao beta (TGF-[3), fator de crescimento derivado das
plaguetas (PDGF), fator de crescimento derivado dos fibroblastos (FGF), fator de
crescimento epidérmico (EGF), prostaglandinas e tromboxanas, que atraem
neutrofilos para ferida (SZWED e SANTOS, 2015). A resposta inflamatoria se inicia
com vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular, promovendo a
quimiotaxia. As substancias quimiotaticas liberadas pelas plaquetas atraem
neutroéfilos para o local. O pico de atividade ocorre nas primeiras 24-48 horas apés
a lesdo, seguindo um maior aporte de macréfagos nos dois a trés dias seguintes.
Os macrofagos também ativam os elementares celulares das fases subsequentes
da cicatrizagdo como os fibroblastos e as células endoteliais (CAMPOS, BORGES,
GROTH, 2007; TAZIMA, ANDRADE VICENTE, MORIYA, 2008).

A fase proliferativa tem inicio quatro dias apds a lesdo e estende-se até o
final da segunda semana. Nesta fase ocorre a reparacao do tecido conjuntivo e do
epitélio. A fase proliferativa é dividida em quatro etapas: reepitelizacéo,
angiogénese, formacdo de tecido de granulacdo e deposicdo de colageno. A
reepitelizacdo ocorre precocemente se a membrana basal estiver intacta. As
células epiteliais migram em direcdo superior e as camadas normais da epiderme
séo restauradas em trés dias (SZWED; SANTOS, 2015).

A Ultima fase € a de remodelagem e apresenta o colageno como principal
componente da derme. O colageno € uma proteina encontrada na matriz
extracelular, fundamental na organizacdo do tecido e na resisténcia, sendo a mais
abundante do tecido conectivo em fase de cicatrizacdo. Esta fase de reparacdo
pode durar até 6 meses, periodo caracterizado pela maturacdo das fibras
coldgenas, diminuicdo da vascularizagcdo e de densidade de células. A pele
cicatrizada ganha resisténcia e a cicatriz diminui a espessura e o tamanho até voltar
ao aspecto anterior a leséo. Ao final do primeiro més a lesdo ja esta coberta por
epitélio integro (GAMBA, PETRI, COSTA, 2016).
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3.4 Tratamento de feridas

No tratamento de feridas crbnicas diariamente sdo testadas diversas
terapias alternativas, dentre as quais, 0 uso topico de substancias com elevada
osmolaridade tem demonstrado efeitos benéficos no tratamento das lesdes,
evidenciando potencial cicatrizante e antimicrobiano (ARCARO, 2018).

Nos dias atuais a terapia topica empregada em feridas gera conflito de
opinides, em especial entre profissionais da area da saude. Fato este justificado
pela terapéutica a ser implantada que deve atentar para o tipo de lesédo, as
caracteristicas do paciente, facilidade de aplicacdo e remocado, conforto do
paciente, manutencdo da umidade adequada no leito da ferida, custo-beneficio
atrativo, dentre outras qualidades (PIRES; BIERHALZ; MORAES, 2015).

3.5 Prata e sua propriedade antimicrobiana

A Ag tem propriedades medicinais e é usada ha mais de 2000 anos devido
a sua eficiencia bactericida, ligando-se ao DNA e impedindo a multiplicacéo
celular. E um metal derivado de um subproduto da mineracdo de chumbo e é
frequentemente associado ao cobre. Possui propriedades antimicrobianas e seus
compostos € a principal base de sua aplicacdo na area médica uma vez que, a
prata tem muitos usos e tem grande potencial para o tratamento de lesdes
(PRESTES et al. 2012).

A prata pode apresentar-se em diversas formas (metalicas, ndo metélicas
e salinas), e ndo esta claro como essas diferencas influenciam suas propriedades
antimicrobianas, num possivel aumento da resisténcia antimicrobiana e no
processo de cicatrizagao (VIEGAS, 2018).

O wuso de prata no tratamento de feridas vem aumentando
progressivamente e esta presente em uma ampla gama de aplicagfes e pode se
apresentar de duas formas: compostos: quando associados a um sal e produz a
prata i6nica (Ag*) quando em contato com fluidos das feridas; e elementar:
apresentam-se na forma metalica (Ag), também descrita como prata coloidal ou
nanoparticulas de prata (PRESTES et al. 2012).

A utilizacdo da prata passou a ser intensamente estudada nos ultimos anos,

principalmente na forma de nanoparticulas (NP). Acredita-se que esse metal
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oferece menos risco de desenvolvimento da resisténcia pelos microrganismos
(bactérias) por agir de forma complexa, ao contrario dos antibidticos que
geralmente exercem seu efeito em locais especificos nas células (FERNANDES,
2010).

3.6 Nanoparticulas de Prata

As NP sado definidas como materiais com tamanho entre 1 e 100
nanémetros (1 nm = 10° m), o que confere propriedades mecanicas, opticas,
elétricas e estruturais avancadas, além de uma aumentada area de superficie em
relacdo a substancia original (BEER, et al., 2012). Devido a escala hanométrica e
grande area superficial, as mesmas tém propriedades Unicas comparadas com 0s
mesmos materiais em escala maior. Isto inclui um aumento da reatividade quimica
na superficie da NP e por isso podem provocar consequéncias ndo esperadas (e
até desconhecidas) quando elas entram em contato com o tecido biolégico. As NP
podem facilmente penetrar na pele ou se tornar um aerossol e entrar no organismo
por via respiratoria (VIEGAS, 2018).

A figura 3 demonstra as possiveis rotas de contaminagcdo pelas

nanoparticulas.

Figura 3: Rotas de contaminag&o por nanoparticulas.
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A industria de nanomateriais esta crescendo rapidamente e com ela se faz
necessario refletir sobre o impacto das nanotecnologias, e importantes
consequéncias econdmicas, sociais, ambientais e militares. S&0 amplos os seus
campos de aplicacdo, com grande acdo na medicina, engenharia, informatica,
fisica, quimica, biologia, entre outras (HOUGAARD et al., 2015).

As nanoparticulas de prata (NPAg) estdo entre os nanomateriais mais
estudados atualmente. S&o as nanoparticulas mais utilizadas do ponto de vista
industrial e comercial devido a sua estabilidade quimica, maleabilidade,
flexibilidade, elevada condutividade elétrica e térmica, atividade catalitica, baixo
custo de producéo e principalmente por possuir potente agdo antimicrobiana frente
a bactérias, virus, fungos e protozoarios. Sdo amplamente utilizadas em varias
aplicacbes como agentes antibacterianos, antifangicos, antivirais, anti-
inflamatorios, antitumorais, regeneradores, biosensores e catalisadores (DURAN et
al., 2019).

A prata sempre foi usada na forma de prata metalica, nitrato de prata,
sulfadiazina de prata para o tratamento de feridas, queimaduras e varias infec¢coes
bacterianas. A prata metalica em forma das nanoparticulas, se mostra como um
potente agente antimicrobiano, uma vez que, bactérias patogénicas desenvolveram
resisténcia contra varios antibiéticos (VIRGENS, 2017).

O mecanismo de acdo da atividade antimicrobiana pelas NPAg é
amplamente reconhecido como resultado da oxidacéo parcial das NPAg e liberacéo
de ions de prata (Ag*). Por sua vez, os Ag* podem interagir com o peptidoglicano
da parede celular e membrana plasmatica, causando lise celular; com o DNA
bacteriano (citoplasmatico), impedindo a replicacdo do DNA; e com proteinas
bacterianas, interrompendo a sintese proteica. As NPAg também podem danificar
as bactérias diretamente por penetracdo na parede celular e membrana celular.
Como agentes antimicrobianos tém aplicacdo na prevencdo de infecdes, em
curativos para queimaduras e feridas traumaticas, revestimento de cateteres e
anticaries (VIEGAS, 2018).

As NPAg sao unicas, em funcdo da sua rota de preparacdo, tamanho,
estado de agregacdo, estabilidade em meio biolégico, natureza quimica do
revestimento e carga superficial. O controle nos parametros de sintese de NPAg é

necessario para garantir a reprodutibilidade de sua produgéo (DURAN et al., 2019).
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As mesmas caracteristicas que tornam as NPAg atraentes, também as
fazem apresentar um grande potencial causador de riscos a saude humana e a
outros seres vivos, resultando em impacto negativo tanto para o ambiente quanto
a saude publica (LEE, et al., 2007).

Os principais 6rgéos alvo para a deposicédo de NPAg apds a disponibilidade
sistémica, sdo o figado, bacgo e rim, sendo sua a distribuicdo menor para outros
orgaos. Além disso, ja foram encontrados niveis elevados de prata também nos
testiculos (EUROPEAN COMMISSION, 2014).

Quanto a cicatrizacdo de feridas as NPAg podem estar implicadas nas
alteracdes ou supressao de eventos inflamatorios nas fases iniciais da cicatrizacao.
Podem promover a proliferacdo de queratindcitos no processo de reepitelizacdo e
também conduzir a diferenciacdo dos fibroblastos em miofibroblastos para a
diminuicao da ferida. Estudos referem que a fungcdo mecénica da pele tratada com
NPAg possui melhores propriedades elasticas e deposicao de colageno (BALBINO;
PEREIRA; CURI, 2005).

As nanoparticulas possuem excelentes propriedades fisicas e quimicas,
porém nao apresentam propriedades de superficie adequadas para certas
aplicacoes. Para evitar a agregacéo e a aglomeracéo destas NPs, sédo utilizados
agentes estabilizadores, dos quais se destacam os polimeros.

Os polimeros sdo agentes estabilizadores que protegem as NPs da
precipitacdo e desempenham um papel critico no tamanho, distribuicdo, morfologia
e biocompatibilidade das mesmas. A PVP €& considerada uma excelente
estabilizadora polimérica para as NPAg. Outros polimeros também séo eficazes
como moléculas estabilizadoras de NPAg que incluem os poliacrilatos,
polietilenoglicol (PEG), alcool polivinilico, poliacrilonitrilo, poliacrilamida, carbono
em espuma e albumina sérica bovina (BSA) (SOARES, 2014).

3.7 Hidrogel

Os hidrogéis sdo redes tridimensionais constituidas por cadeias
poliméricas capazes de absorver grandes quantidades de agua e fluidos biolégicos
sem se dissolver. E considerado um biomaterial com elevado teor de agua, o que
contribui para sua biocompatibilidade, baixa tenséo interfacial possibilitando baixa

tendéncia a adesao celular e adsorcao de proteinas dos fluidos corporeos e possui
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propriedades fisicas similares as do tecido humano, de consisténcia macia e
elastica, minimizando a irritacdo mecanica por atrito (ALCANTRA et al., 2013).

Os hidrogéis podem ser preparados por processos quimicos ou fisicos que
envolvem reticulagcdo por radiacdo ou agentes quimicos. O uso da radiacao
possibilita a reticulagdo e esterilizacdo simultanea, permitindo a sintese de um
produto ndo contaminado com residuos toxicos além de sua producdo ser por um
processo mais simplificado (ALCANTARA et al., 2013; BENAMER et al., 2006;
PEPPAS, 2000). Vale ressaltar que a radiacdo pode alterar algumas substancias
biologicamente ativas se estas forem imobilizadas no hidrogel antes de ser
reticulado (HENNINK, et al., 2008).

Existem muitas pesquisas e trabalhos nacionais e internacionais que
fundamentam a eficacia do hidrogel e da prata como cicatrizantes de feridas, porém
separadamente (ARAUJO, 2017).

3.8 Toxicidade das nanoparticulas de prata

A prata na forma de nanoparticulas podem ser mais reativas em
decorréncia do seu aumento de propriedades cataliticas e tornar-se mais toxicas
do que seu equivalente em outra forma quimica. Presume-se que a toxicidade
depende do tamanho e da forma, particulas de tamanho reduzido (10nm) podem
passar através da membrana celular, e 0 acumulo intracelular de nanoparticulas
pode levar a deficiéncia no funcionamento da célula (FERNANDES, 2010).

Ainda ndo se tem um consenso sobre a citotoxicidade de NPAg, a maioria
dos estudos se referem uma viabilidade celular reduzida e aumento na geracao de
espécies reativas de oxigénio (SAMBERG, et al., 2012).

A toxicidade de nanoparticulas depende em grande parte das suas
propriedades fisico-quimicas, que incluem tamanho, forma, composicao,
caracteristicas da superficie, carga e taxa de dissolucdo (VIEGAS, 2018). NP
menores apresentam uma tendéncia a maior habilidade de penetracdo celular e
consequentemente, mais toxicidade em funcdo da maior area superficial,
promovendo uma superior area de contato e interacdo entre a nanoparticulas e a
entidade biologica (DURAN et al., 2019).

As NPAg podem liberar ions Ag*, quando sdo expostas a agua e oxigénio,

situacdo encontrada no meio biologico. A toxicidade das NPAg esta relacionada
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com a sua area superficial, uma maior area superficial pode promover uma maior
liberacdo de ions Ag*, o0s quais estdo relacionados a toxicidade e acao
antimicrobiana dessas nanoparticulas (FERNANDES, 2010).

Em estudos sobre a toxicidade em animais foram observados aumento de
marcadores de varias enzimas hepéticas, indicando hepatotoxicidade apos
administracdo de NPAg, porém essa toxicidade n&o foi confirmada pela
histopatologia. Outros estudos referiram que ap0s exposicdo oral a NPAg nao
resultou em alteracbes de respostas imunes ndo especificas. No entanto, para
exposicdo intravenosa, demonstrou-se que o sistema imunolégico € o alvo mais
sensivel para a toxicidade de NPAg (SANTOS, 2014).

O figado € um alvo da exposicdo a NPAg conduzindo a alteragBes na
funcdo das mitocéndrias hepaticas. Desta forma, a toxicidade mitocondrial pode
desempenhar um papel crucial na acdo resultante da exposi¢cado a nanoparticulas
de prata (FONG e WOOD, 2006).

Apos a inalacdo de NPAg de aproximadamente 20 nm de didmetro em ratos
por um periodo de 90 dias os resultados revelaram que a exposicao cronica a esse
metal resultou em deposicdo de prata no trato respiratorio, resposta inflamatoria
nos pulmdes e reducao da capacidade pulmonar (SUNG et al., 2008). Outro estudo
com experimento similar utilizou concentragdes iguais ou menores ao estudo
previamente mencionado e foi observado presenca de NPAg no figado, bulbo
olfatério e cérebro, porém em baixa concentracdo no sangue e nao foi observado
nenhum efeito que levasse danos (DURAN et al, 2019).

No estudo de KIM et al. (2008), ao expor ratos as NPAg por via oral os
resultados mostraram gque ocorreram alteracdes na atividade da enzima fosfatase
alcalina, nos niveis de colesterol e presenca de danos hepaticos leves.

Em Pourhamzeh, et al. (2015), apos a ingestéo via oral das AQNPs em ratos
nas concentragdes de 30, 125, 300, e 700 mg kg durante 28 dias, observou-se que
os parametros de AST e ALT ndo apresentaram alteracdes, sugerindo que nessas
concentracbes ndo causaram nenhuma disfuncdo significativa nas células do

figado dos animais.
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4 MATERIAIS E METODOS

Trata-se de um estudo pré-clinico que busca avaliar a toxicidade da nano
particula de prata utilizando curativos de hidrogel e hidrogel com nanoprata em
concentracfes de 22 e 44 ppm no tratamento de feridas de lesdes superficiais.

Os curativos foram produzidos no Centro de Quimica e Meio Ambiente
(CQMA) do IPEN sob coordenacao do professor Dr. Ademar Benévolo Lugdo. Sua
preparacao foi constituida por uma blenda polimérica de 8% poli (N-vinil-2-
pirrolidona), (PVP), 1,5% polietilenoglicol (PEG), 1% agar e 89,5% agua de osmose
reversa formando uma rede tridimensional composta de polimeros reticulados por
radiacdo ionizante sem uso de catalisadores ou outros reagentes. Nos curativos
compostos de prata foi acrescido prata ibnica (Ag+) nas concentracdes de 22 ppm
e 44 ppm, sendo que apds processamento transformam-se em nanoprata. A
reticulacéo, sintese das NPAg e esterilizacdo simultanea foi por meio da irradiacdo
com raios gama proveniente de uma fonte de 8°Co com uma dose de 25kGy.

4.1 Delineamento Experimental

Foram utilizados 84 ratos da linhagem Wistar, machos, adultos jovens com
idade média de 90 dias, pesando entre 335¢g a 525¢, fornecidos pelo Biotério IPEN
— CNEN/SP. Os animais envolvidos no estudo foram recebidos 30 dias antes do
inicio dos experimentos para aclimatacdo e mantidos no Biotério da Faculdade
Presidente Antonio Carlos — FAPAC ITPAC Porto Nacional. Ao chegarem todos
foram pesados para acompanhamento do ganho de peso e recuperacdo do
estresse do transporte e logo ap6s foram alocados em duas salas com temperatura
controlada de 22 + 2°C, umidade (50-70%), em gaiolas individuais suspensas,
cama de maravalha estéril, cilindros de papeldo para minimizar o estresse, racéo
estéril comercial (Nuvilab CR-1) e 4gua ad libitum em ambiente com ciclo de 12
horas claro/escuro durante todo periodo do experimento. Os animais foram
monitorados quanto a ingestao hidrica (10 a 20 ml/dia) e alimenta¢éo (10 a 20 g/dia)
e foram pesados a cada 03 dias para acompanhamento da variacéo do peso.

Todos os procedimentos estavam de acordo com o preconizado pelo

Colégio Brasileiro de Experimentacéo Animal e aprovado pelo Comité de Etica em
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Pesquisa com animais da FAPAC ITPAC Porto Nacional sob o nimero de processo
005/2017 (Anexo 1).

4.2 Padronizagado dos grupos

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos, de acordo
com o tratamento recebido apos a inducéo cirdrgica da ferida no dorso, e cada um
constituido de quatro animais com um numero total de 72 ratos:

H- Grupo controle: 24 animais cujas lesbes foram tratadas com o hidrogel e
acompanhadas durante o tempo de 24 horas, 3, 7, 14, 21 e 30 dias (n = 4 ratos por
tempo de tratamento).

HP22: 24 animais cujas lesdes foram tratadas com hidrogel contendo
nanoparticulas de prata a 22 ppm e acompanhadas durante o tempo de 24 horas,
3,7,14, 21 e 30 dias (n = 4 ratos por tempo de tratamento).

HP44: 24 animais cujas lesbes foram tratadas com hidrogel contendo
nanoparticulas de prata a 44 ppm e acompanhadas durante o tempo de 24 horas,

3,7,14, 21 e 30 dias (n = 4 ratos por tempo de tratamento).

4.3 Procedimento cirurgico

Nos dias do procedimento cirlrgico para geracao da lesdo os animais foram
pesados para ajuste das doses da medicacdo, em seguida pré-medicados
analgesicamente com acepromazina na dose de 2,5 mg/kg de peso vivo,
anestesiados com 1,5 mg/kg de xilazina 2% e 50 mg/kg de cetamina intraperitoneal.
Posteriormente os animais foram tricotomizados na regido do dorso, posicionados
na mesa operatéria em decubito ventral, realizada a demarcacédo na pele e apos
antissepsia com clorexidine foi produzida uma lesdo cutanea retangular com
retirada de tecido da area de (2cm x 2cm), de profundidade superficial para

acompanhamento posterior da cicatrizagédo por segunda intencéo (Figura 4).
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Figura 4: Etapas do procedimento cirdrgico

e

(A) Animal tricotomizado sobre efeito anestésico em posigdo ventral com demarcacéo da area. (B)
Realizagéo da leséo cirtrgica com uso de bisturi. (C) Animal apés a lesédo cirtrgica superficial.
Fonte: O autor, Agosto 2017
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Cada ferida foi tratada imediatamente apds o procedimento cirargico
conforme o tipo de tratamento. Os curativos de hidrogel e hidrogel com nanoprata
foram umidificados com agua destilada, cobertos por uma gaze estéril e fixados no
animal com auxilio de um esparadrapo do tipo micropore e em seguida protegidos
por uma malha elastica para garantir que o animal ndo removesse o curativo (Figura
5).

Figura 5: Curativo oclusivo apds receberem os tratamentos
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(A) Ferida que recebeu o hidrogel. (B) Cobertura com gaze estéril. (C) Fixagcdo com esparadrapo e
malha de elastico.
Fonte: O autor, agosto 2017

Apbs o procedimento cirdrgico, os animais foram colocados em gaiolas
individualizadas, com identificacdo numérica e grupo experimental. O isolamento
dos animais é necessario para que no decorrer da experimentacdo ndo haja a
retirada dos curativos pelos outros animais do grupo. Para o alivio da dor provocada
administrado dipirona 50-600 mg/ kg subcutaneo 12/12 horas quando necessario.
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4.4 POs operatorio

Os animais foram observados apos o procedimento cirargico por 2 horas a
fim de serem acompanhados na recuperacao e restabelecimento da rotina. Alguns
animais antes do procedimento cirdrgico tiveram que receber dosagem extra de
anestésico e 14 animais evoluiram a Obito devido superdose do anestésico,
totalizando 69 ratos. A tabela 01 representa a distribuicdo final dos grupos e

quantitativo de animais.

Tabela 01: Distribuicdo dos animais por grupo e quantitativo final dos animais no experimento

Tempo de exposicao ao curativo H —— H|.322' HP4.4 -
N° de animais N° de animais N° de animais

24 h 4 4 4

3 dias 4 4 3

7 dias 4 3 3

14 dias 4 4 4

21 dias 4 4 4

30 dias 4 4 4

Total do Grupo 24 23 22

Fonte: O autor

4.5 Acompanhamento clinico

Durante os 30 dias de experimento foi realizado o acompanhamento clinico
dos animais por meio da verificagdo da aparéncia da pelagem (ericada,
emaranhada, opaca), coloracdo azulada na pele (argiria), postura anormal
(arqueada), lacrimejamento, porfirina e falta do reflexo de piscar, alteragdo
comportamental: diminuicdo do consumo de &gua e alimento, perda de peso,
desidratacdo e olhos fundos, aumento ou diminuicdo dos movimentos,
automutilacdo, mudanca no comportamento da espécie: isolamento social,
respiracdo acelerada, respiracdo abdominal, ranger de dentes, pupilas dilatadas,
espasmos e tremores, vermelhiddo ou inchaco ao redor da ferida e aumento da

salivacéao.

4.6 Tratamento das lesdes e coleta das amostras

O tratamento das lesbes foi realizado no animal sem sedacgéo, somente

com contencdo manual. As trocas dos curativos ocorreram a cada trés dias, uma
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vez ao dia e aplicado na éarea lesionada. A evolucdo das lesdes foi fotografada
separadamente pela camara digital Nikon modelo d3200. Na realizacdo das
imagens a camera foi fixada numa base de metal com 15 cm de distancia da lesao
a fim de manter padronizacéao.

Com relagéo ao curativo, observou-se que o mesmo manteve o meio Umido
no seio da ferida, promovendo interacdo com o fluido da leséo e era de facil
remocao. No entanto a margem livre do curativo que ficava em contato com a pele
integra do animal ressecava, perdendo agua para o meio externo. Observou-se
ainda que quando a cobertura se deslocava do centro da lesdo a cobertura
secundaria de gaze aderia na ferida e na retirada acabava provocando
sangramento do tecido, mesmo com intensa hidratacédo da area aderida.

Nos tempos determinados de avaliacdo dos grupos, os animais foram
eutanasiados por um profissional habilitado em manipulacdo animal e técnica
operatéria por método quimico com dose excessiva de anestésico, 90mg/kg de
Tiopental intra-peritoneal, utilizando previamente botéo anestésico de lidocaina 2%.
A coleta de amostra sanguinea foi realizada através da punc¢éo da aorta abdominal
e cardiaca com auxilio de seringa de 5 ml e agulha 28x7. O figado e os rins foram
extraidos cirurgicamente, em seguida foram pesados em uma balanca de precisao
e posteriormente imersos em solugéo formalina tamponada a 10% para fixagao. A
carcaca dos animais foi descartada conforme plano de gerenciamento de residuos
da FAPAC ITPAC Porto Nacional.

4.7 Avaliacéo clinica bioquimica e hematolégica

Parte do sangue coletado foi acondicionado em tubos contendo heparina,
centrifugados (Centribio® TDL80-2B) a 2500 rpm por 10 minutos, resultando na
separacdo entre plasma e elementos figurados. O plasma obtido foi
cuidadosamente retirado armazenado em frasco de eppendorf e congelado em
freezer (-20°C).

O objetivo foi determinar os parametros bioquimicos de avaliacédo da funcao
hepatica por meio de analises de ALT/TGP (Alanina Aminotransferase) e AST/TGO
(Aspartato Aminotransferase), e a avaliagdo da fungéo renal por meio dos testes de

Creatinina e Uréia. Para as analises foram utilizados kits Labtest® especificos para
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cada parametro seguindo as instrugdes determinadas pelo fabricante, em um
analisador semi-automatico Bioplus® BIO-2000.

Outra parte do sangue coletado foi colocada em tubos contendo EDTA para
determinacdo dos parametros hematoldgicos (hemacias, leucdcitos, plaquetas,
hemoglobina e hematdcrito). A contagem diferencial de leucdcitos (eosindfilos,
basofilos, segmentados, linfécitos e mondcitos) foi pela técnica de contagem do

esfregaco e coradas com o May-Grunwald-Giemsa.

4.8 Avaliagao histolégica

Apos 24 horas de fixacdo das amostras do figado e rins com solugéo
formalina tamponada a 10% as amostras foram acondicionadas em cassetes
histoldgicos e conservadas em alcool 70%. Posteriormente foram desidratados com
alcool, diafanizados com xilol e por fim a impregnagéo e blocagem com parafina.
Apods, as pecas blocadas em parafina foram enviadas para o Setor de Técnicas
Histologicas do Departamento de Biologia Celular e do Desenvolvimento do
Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB) — USP, sob superviséo técnica de Gisela
Ramos Tercarioli, para preparo das laminas histologicas. Os blocos foram
seccionados em cortes histolégicos na espessura de 5,0 um e corados pela técnica
de Hematoxilina e Eosina (HE). Para avaliacdo microscépica as laminas coradas
foram encaminhadas ao Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina da
USP para escaneamento e digitalizacdo. As laminas foram digitalizadas pelo
equipamento Pannoramica Scan 250 e em seguida foram obtidas imagens digitais
dos campos histolégicos em aumento de 20x, a partir do software CaseViewer 2.2
(3DHISTECH Ltda., Budapeste Hungria).

No estudo histopatoldgico do figado foram avaliados os indicadores para
regeneracao tecidual e da mitocondria das células, presenca de infiltrado
inflamatorio, fibrose e necrose e de celularidade: neutréfilos, macréfagos e
linfocitos.

No estudo histopatolégico dos rins foram feitas fotomicrografias de laminas
coradas com Hematoxilina e Eosina utilizando a lente objetiva de 40x na regiao
cortical do rim, onde estdo contidos os corpusculos renais bem como os tubulos
contorcidos e coletores, artérias e veias. As imagens foram obtidas através de um

microscopio de luz da marca Olympus - modelo CHS e de um escaner de laminas
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Pannoramica Scan 250, e em seguida foram obtidas imagens digitais dos campos
histolégicos em aumento de 20x, a partir do software CaseViewer 2.2 (3DHISTECH
Ltda., Budapeste Hungria). Para cada animal, foram fotografados 4 campos
histolégicos oriundos de diferentes profundidades do érgdo, contendo um ou dois
corpusculos renais na regido central. Todo campo histologico foi analisado
gualitativamente com relagdo aos seguintes parametros:
- presenca/auséncia de infiltrado inflamatério no tecido intersticial proximo ao
glomérulo.
- alteracdo segmentar do glomérulo, causada pela deposi¢do de material hialino na
regido ocupada pelas células mesangiais.
- alteracdes tubulares adjacentes aos glomérulos (hipertrofia/atrofia, dilatacao
tubular, deposicédo de material na luz tubular).

Estudos histoldgicos quantitativos também foram realizados, sendo eles a
medicdo da area do corpusculo renal e a do espac¢o da capsula de Bowman. Dados
provenientes desse estudo foram tabulados e passaram por uma analise

estatistica.

4.9 Analise de dados

Os resultados dos testes para determinar os parametros bioquimicos e
hematolégicos foram utilizados a partir de uma tabela contendo todas as
informacdes numéricas e em seguida usou-se o0 programa Past v 3.22 (dyvind
Hammer, Natural History Museum, University of Oslo) para fazer as analises.

Na andlise estatistica das laminas histolégicas do figado foram obtidas trés
fotomicrografias por amostra e na andlise estatistica dos rins foram feitas por meio
de fotomicrografias de pelo menos quatro corpusculos renais por amostra, sendo
gue em ambos se utilizou a lente objetiva de 40x num microscopio de luz da marca
Olympus modelo CHS e num escaner de laminas (Pannoramica Scan 250).

As imagens do figado foram feitas centralizando a veia central dos I6bulos
hepaticos e realizado a contagem de hepatocitos que apresentavam dois ou mais
nacleos.

As imagens dos rins foram feitas sempre centralizando os corpusculos
renais presentes na regiao cortical do rim, os quais foram escolhidos de maneira

randémica e em diferentes fragmentos do tecido. Nesse estudo foram analisados a
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area do espaco da capsula de Bowman e a area do corpusculo renal. A area do
espaco capsular (localizada entre os dois folhetos da cdpsula de Bowman) foi
medida utilizando as ferramentas “threshold” e “wand tool” do software Imaged 1.50i
(Figura 1). E a area do corpusculo renal foi medida utilizando a ferramenta
“freehand selections” do software ImageJ 1.50i.

Todos os dados foram tabulados e analisados pelo software GraphPad
Prism version 8.0.1. Inicialmente realizou-se o teste de Shapiro-Wilk para verificar
a normalidade dos dados. Para dados ndo paramétricos utilizou-se o teste de
Kruskal-Wallis (combinacao pareada) e as comparagcfes multiplas entre os grupos
foram feitas pelo pos-teste de Dunn. Para dados de distribuicdo normal foi feita
analise de variancia (ANOVA) e os testes de comparacdo de medias por meio do

teste de Tukey. Foi considerado como nivel de significancia valor de p<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliagdo da toxicidade dos curativos de hidrogel com NPAg nas
concentraces de 22 e 44 ppm foi feita por meio da analise dos componentes
sanguineos pelo hemograma, quantificacéo bioquimica das concentracfes séricas
de creatinina e uréia, das enzimas alanina aminitransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST) buscando conhecer a nefro e hepatotoxicidade bem como,
pela andlise histologica de amostras de figado e rim dos animais sacrificados.
Todos os dados estdo apresentados em tabelas, graficos e fotomicrogafias dos

Orgdos com seus respectivos valores médios considerando p < 0,05.

5.1 Anélise do acompanhamento clinico dos animais durante o uso do

curativo de Hidrogel e Hidrogel com Nano Particulas de Prata

Pelos resultados obtidos verificou-se que durante o acompanhamento
clinico nos 30 dias de experimento 0os animais ndo apresentaram alteracbes em
relacdo aos critérios avaliados (aparéncia, coloracdo da pele, postura,
lacrimejamento, reflexo de piscar, auséncia de automutilagcdo e/ou vocalizacao,
diminuicdo do consumo hidrico, dificuldade de respirar e alteragcdes na area da
ferida). As analises estatisticas indicaram que ndo houve diferengas significativas
de variacdo do peso entre 0s animais nos diferentes grupos experimentais (H, HP22
e HP44) em todos os tempos de tratamento. No entanto, os animais que foram
eutanasiados com 21 dias mostraram diferenca estatisticas significativas entres os
grupos HP22 (p=0,01157) e HP44 (p=0,009166) (Figura 6).



42

Figura 6 — Grafico comparativo do peso avaliado durante os diferentes tempos de tratamento em
relacdo aos grupos experimentais (H, HP22 e HP44).

Comparacao do Peso
H m HP22 m HP44

i .
3 dial 7 I| 1II 21!| 30 dias

Observou-se que a maioria dos animais teve perda de peso apoOs o

%
© 6 A N O N B

-10

-12

Fonte: O autor

procedimento cirdrgico e acredita-se que possa ter ocorrido pela situacdo do
estresse cirurgico ao qual o animal foi submetido, pelo curativo oclusivo com malha
elastica ou pelas praticas diarias do manejo com o animal. Observou-se ainda que
os animais com 30 dias de tratamento mostraram menores meédias de perda de
peso, provavelmente porque tiveram mais tempo em vida para se recuperar.
Estudos como de Rivera (2002), tem demostrado que alguns animais expostos ao
estresse, podem apresentar alteracao do apetite (consumo de agua e alimento) e
perda de peso.

No acompanhamento das feridas ao longo dos trinta dias de experimento,
as lesdes mantiveram-se livres da formacéao de fibrina e necrose indicando que o

curativo néo foi toxico para evolucao da ferida.

5.2 Analise do hemograma

Na tabela 2, é apresentado os resultados obtidos das amostras dos
componentes sanguineos do hemograma (hemacias, hematécrito, hemoglobina,
leucocitos, segmentados, eosinofilos, linfécitos e mondocitos) apds a exposicao dos
animais aos tratamentos com os curativos de hidrogel sem a NPAg (grupo controle
H) e hidrogel com NPAg nas concentracdes de 22 e 44 ppm (HP22 e HP44),

baseado nos tempos de tratamento e eutanasia (24 horas, 3, 7, 14, 21 e 30 dias).
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Com 17 dias de tratamento as lesdes estavam cicatrizadas por completo e foi
suspenso o uso das coberturas. Manteve-se a analise de 21 e 30 dias com intuito

de evidenciar um possivel efeito tardio de toxicidade das NPAg nos animais.

Tabela 2: Comparacdo dos parametros hematolégicos por meio do hemograma dos animais em
diferentes tempos de eutanéasia e tratamento em relagdo aos grupos experimentais (H), (HP22),
(HP44)

GRUPO EXPERIMENTAL - CONTROLE (H)

eE??n%Ziiee HM HT Hb Leuc. Seg. Eosi. Linf. Mono
tratamento | ®0¥mm®) (%) (g/dL) (mm®) (%) (%) (%) (%)
24 h 5,22 44,82 14,32 5,72 41,52 1,32 54,52 3,32
03 dias 5,12 45,32 14,52 4,82 26,02 4,85 63,3° 6,00
07 dias 5,42 44,02 14,32 5,72 37,52 2,32 56,32 3,32
14 dias 5,42 44,82 14,22 5,123 33,02 2,82 59,52 4,82
21 dias 4,6° 40,52 13,1° 4,12 26,5 3,08 67,8° 2,82
30 dias 5,12 44,02 14,42 4,62 30,32 1,82 64,8° 3,32
GRUPO EXPERIMENTAL - 22 ppm (HP22)
e{l??ngosiiee HM HT Hb Leuc. Seg. Eosi. Linf. Mono
tratamento | ®0¥mm®) (%) (grdL) (mm®) (%) (%) (%) (%)
24 h 5,22 45,32 14,52 5,52 43,52 1,32 53,02 2,3v
03 dias 5,02 43,02 13,82 4,62 33,5° 3,50 57,52 5,02
07 dias 5,12 43,72 14,02 5,62 42,02 2,32 51,0b 4,7°
14 dias 5,02 43,82 13,72 4,82 31,3 1,3% 62,3° 5,3
21 dias 4,8° 42,32b 13,520 4,22 31,82 3,32 61,5° 3,50
30 dias 5,02 44,02 14,02 5,02 29,82 3,50 62,3° 4,50
GRUPO EXPERIMENTAL - 44 ppm (HP44)
eE??n%%iiee HM HT Hb Leuc. Seg. Eosi. Linf. Mono
tratamento | ®0¥mm®) (%) (g/dL) (mm®) (%) (%) (%) (%)
24 h 5,02 43,82 14,02 4,85 36,0° 1,32 56,52 4,8¢
03 dias 5,02 43,02 13,82 4,32 25,6 3,6° 64,0° 6,6°
07 dias 5,02 44,32 14,32 5,22 37,3° 2,02 56,33 4,3
14 dias 5,02 43,52 13,82 5,02 31,32 2,00 62,5° 4,3c2
21 dias 4,92 44,02 14,020 4,92 33,02 2,82 60,3° 4,Qcb
30 dias 4,7° 42,02 13,42 5,12 30,32 2,5P 62,5° 4,8
HM: hemécias HT: hematécrito  Hb: hemoglobina Leuc.: leucécitos Seg.: segmentados

Eosi.: eusindfilos Linf.: linfécitos ~ Mono.: mondcitos
OBS: Letras diferentes nas colunas (a, b, ab, c e cb) indicam diferengca em ndmeros absolutos.
Fonte: Autor

Para cada parametro hematolégico avaliado, os trés grupos se
comportaram de maneira muito parecida, exibindo, valores de média e mediana
que pela analise de variancia (ANOVA) demonstraram nao serem diferentes
estatisticamente (P>0,05) — salvo poucas excecdes. Todos os dados mostraram-se
como paramétricos e foram, portanto, analisados pela metodologia one Way
ANOVA.
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Na andlise dos parametros hematoldgicos do hemograma os valores de
média identificados em cada um dos componentes sanguineos ndo mostraram
alteracdes em semelhanca aos dados do estudo de Melo et al. (2012) e Lima et al.
(2014) que em seus experimentos utilizaram animais com caracteristicas parecidas
a este estudo.

Os resultados apontaram que nas primeiras 24 horas ap0s inicio dos
tratamentos quando comparado os trés grupos nao revelaram diferencas
estatisticas significantes, sendo muito semelhantes (em termos de média, mediana
e desvio padrao). Destaca-se o grupo (HP44) que mostrou valores menores do que
os grupos (H e HP22) nos leucdcitos (p=0,2136) e segmentados (p=0,2315). No
entanto, os valores dos mondcitos do grupo (HP44) demonstraram ser maiores que
os demais grupos (p=0,1888), pela analise de variancia (ANOVA) e

estatisticamente diferentes. (Figura 7).

Figura 7 - Grafico de comparacdo de médias dos parametros hematologicos (leucdcitos,
segmentados e mond@citos) no grupo de exposicao de 24 horas em relagdo aos tratamentos (H,
HP22 e HP44).
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Nos trés dias de tratamento notou-se que todos 0s grupos apresentaram
aspectos estatisticos bastante semelhantes entre si (média, mediana, maxima e
minima), além de a maioria nao expressarem diferencas estatisticas significativas.
Entre os paramentos analisados do hemograma destacam-se o0s neutroéfilos
segmentados do grupo (HP22) que apresentaram valores maiores em relacao aos
demais grupos, sendo essa uma diferenca estatisticamente significante
(p=0,01996) (Figura 8). Os neutrofilos séo as células mais abundantes da série
branca no sangue e séo responsaveis pela defesa do organismo, acredita-se que
este resultado seja em resposta da reacdo inflamatoria da lesdo. Segundo Medeiros
e Dantas Filho (2016), os neutrdfilos sdo estimulados por prostaglandinas,
interleucina-1 (IL-1), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e fator de crescimento
transformador beta (TGF- ) no qual podem aumentar a resposta inflamatéria no
periodo de 24 a 48 horas apés a ocorréncia da lesdo. O papel secundario dos
neutréfilos € manter a fase inicial do processo inflamatorio através da excrecao de
citocinas e estimular macréfagos, queratindcitos, fibroblastos, fatores de

crescimento necessarios na angiongénese e sintese de colageno.

Figura 8- Grafico de comparacdo de médias do pardmetro hematolégico dos neutréfilos
segmentados no grupo de exposicdo de trés dias em relagdo aos tratamentos (H, HP22 e HP44).
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No tempo de sete dias os animais nos diferentes grupos de tratamento
apresentaram comportamento semelhante de acordo com o hemograma, havendo
poucas variacbes nos valores absolutos e nenhuma diferenca estatistica

significativa foi encontrada. Destacam-se os mondcitos do grupo (H) por ser menor
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em relacdo aos demais grupos (p=0,4237). (Figura 9). Os mondcitos atuam no
sistema imunolégico e tem a funcdo de defender o organismo contra corpos
estranhos e s@o essenciais no processo de cicatrizacao de feridas. Os mondcitos
auxiliam os neutrofilos na eliminacdo de microrganismos pela fagocitose e liberam
mediadores quimicos que ativam a producdo de fibroblastos para producdo do
coldgeno (BALBINO, PEREIRA, CURI, 2005).

Figura 9: Grafico de comparacédo de médias do parametro hematoldgico dos monécitos no grupo de
exposicdo de sete dias em relacdo aos tratamentos (H, HP22 e HP44).
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A analise do hemograma dos animais dos trés grupos apés 14 dias de
tratamento ndo revelou nenhuma diferenca estatistica significativa em nenhum dos
parametros hematolégicos analisados, porém foi observado que no eosindfilo o
grupo (HP22) apresentou médias menores do que os demais grupos ndo sendo
essa uma diferenca estatisticamente significante (p=0,274). Observou-se também
que os mondcitos do grupo (HP22) teve médias maiores do que 0s outros grupos
(p=0,3765). (Figura 10).
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Figura 10 - Gréfico de comparacdo de médias dos parametros hematologicos (eosindfilos e
mondacitos) no grupo de exposicao de 14 dias em relagdo aos tratamentos (H, HP22 e HP44).
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ApOs o tratamento de 21 dias os animais dos diferentes grupos
comportaram-se de maneira semelhante, sem alguma diferenca significativa entre
seus valores, nos seguintes parametros: hemécias, hematocrito, hemoglobina,
leucocitos, eosinofilos e monadcitos.

Com relacdo a analise de neutrofilos segmentados verificou-se que o grupo
(HP44) apresentou valores maiores que os do grupo controle demonstrando
diferencas estatisticas (p=0,0354). O resultado dos linfécitos mostrou que o grupo
(H) possui valores maiores do que ambos 0s grupos tratados (p=0,01743) (Figura
11).

Os linfécitos sdo vistos como uma das principais células de defesa do
organismo e contribuem para a cicatrizagdo. Segundo Medeiros e Dantas Filho
(2016), apods 14 dias os linfocitos estdo predominantes na ferida e séo considerados
importantes nas fases inflamatéria e proliferativa da lesdo, pois fornecem imunidade
celular e atuam como mediadores dentro do ambiente da ferida através da secrecao

de linfocinas.
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Figura 11 — Grafico de comparagdo de médias dos parametros hematoldgicos (segmentados e
linfécitos) no grupo de exposicdo de 21 dias em relagdo aos tratamentos (H, HP22 e HP44).
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Fonte: O autor

Pela analise do tempo de 30 dias verificou-se que os eosinofilos no grupo
(HP22) apresentou valores maiores do que os demais grupos (p=0,45) e os
monaocitos tiveram médias maiores nos grupos (HP22 e HP44) em relacédo ao (H)
(p=0,1652), ndo sendo essas uma diferenca estatistica significante (Figura 12).

Os eosindfilos também atuam na defesa do organismo contra agentes
estranhos e controla o processo inflamatério. De acordo com Balbino, Pereira e
Curi (2005), os eosindfilos aparecem nas ultimas fases de reparacédo tecidual e

associam isso a producao de fatores de crescimento.

Figura 12 - Grafico de comparacdo de médias dos pardmetros hematolégicos (eosindfilos e
mondcitos) no grupo de exposicao de 30 dias em relacéo aos tratamentos (H, HP22 e HP44).
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Os resultados das analises do hemograma nédo se mostraram alterados
durante o tempo de exposi¢cdo ao tratamento com os curativos de hidrogel com
NPAg nas diferentes concentracdes, o que pode observar em numeros absolutos
foi que houve um aumento de células mononucleares, principalmente em monacitos
no tratamento (HP44) em 24 h, 3, 7, 21 e 30 dias.

Entre o segundo e o quinto dia apos a lesdo os macréfagos derivados dos
monaocitos tem funcéo de auxiliar os neutréfilos na fagocitose de microorganismos,
debris teciduais e remover neutrofilos senis. Sua participacdo mais relevante na
inflamacéo e reparo tissular é na producao e liberacéo local de diversos fatores de
crescimento e citocinas, cruciais na maturacao da reacao inflamatoria e na iniciacéo
do processo de cicatrizacao da ferida (BALBINO, PEREIRA, CURI, 2015).

5.3 Analise dos parametros bioguimicos de uréia e creatinina

As amostras sanguineas foram coletadas por puncéo de aorta abdominal e
cardiaca em todos os tempos determinados para eutanasia. Algumas amostras do
soro dos animais hemolizaram, prejudicando uma correta anélise nos grupos (H) e
(HP22) no tempo de 21 dias.

A andlise dos dados foi por meio da média entre os valores de todas as

amostras de uréia e creatinina, os resultados estdo apresentados na (Tabela 03).

Tabela 03: Concentracdes séricas de uréia e creatinina dos animais em diferentes tempos e grupos
experimentais

Tempo Uréia (mg/dL) Creatinina (mg/dL)

eutanésia e

tratamento H HP22 HP44 H HP22 HP44
24 horas 53,92 52,62 55,20 0,42 0,42 0,42
03 dias 61,02 60,02 47,90 0,52 0,42 0,3°
07 dias 40,32 44,12 49,6° 0,32 0,32 0,22
14 dias 46,62 53,7° 48,92 0,32 0,42 0,5°
21 dias - - 55,22 - - 0,42
30 dias 54,42 48,6° 47,6° 0,42 0,42 0,42

H (grupo controle — hidrogel sem NPAg); HP22 (grupo com curativo NPAg na concentragéo de 22
ppm) e HP44 ( grupo com curativo NPAg na concentracao de 44 ppm)

OBS. Letras diferentes nas linhas (a e b) indicam diferencas em niimeros absolutos

Fonte: O autor

Ao analisar os valores das concentracdes séricas de uréia, pode-se
observar que a maior média entre os grupos e em relacdo ao tempo foi do (H) e

(HP22) no terceiro dia de tratamento, porém o grupo (HP44) no mesmo tempo
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mostrou valores de médias inferiores aos dos outros grupos. Observou-se ainda
que a menor meédia foi nos grupos (H) e (HP22) em 7 dias, ndo apresentando
diferencas estatisticas entre eles (p=0,9233).

Comparando os valores do grupo controle (H) com os do tratamento que
usou NPAg nas concentragdes de 22 e 44 ppm, notou-se que as médias do (HP22)
foram maiores no tempo de 7 e 14 dias, enquanto que o grupo do (HP44)
apresentaram-se maiores no tempo de 24 horas, 7 dias e 14 dias.

Na analise de dosagem de creatinina, notou-se as maiores médias no
grupo (H) 3 dias e (HP44) 14 dias, com diferenca estatisticas entre 0s grupos em
cada um dos referidos dias (p=0,5051) e (p=0,6833). Observou-se que a menor
média foi no grupo (HP44) 7 dias.

Comparando os valores do grupo controle e os tratamentos com NPAg
notou-se que somente o grupo (HP44) 14 dias mostrou-se maior.

De maneira geral os parametros bioquimicos de uréia e creatinina
encontrados neste estudo, mostraram-se semelhantes aos valores apresentados
em outros biotérios, como descrito por Lima et al. (2018), com valor de uréia de
53,15 mg/dL + 11,7 e creatinina de 0,33 mg/dL + 0,15. No centro de Bioterismo da
Universidade de Medicina, da Universidade de Sao Paulo foram encontrados
valores de creatinina entre 0,3 e 0,6 mg/dL, sendo semelhantes aos resultados
deste estudo (CENTRO DE BIOTERISMO DA FMUSP, 2018).

A partir das analises bioquimicas de uréia e creatinina apresentadas no
estudo, os resultados ndo mostraram alteracdes, e nesse sentido, ndo foi possivel
evidenciar potencial nefrotéxico nos animais expostos aos curativos de hidrogel

com NPAg nas concentracdes de 22 e 44 ppm em todos os tempos determinados.

5.4 Anédlise dos parametros bioquimicos de AST e ALT

Complementando a andlise de toxicidade, foi realizado quantificacdo de
valores dos indicadores de lesao hepatica ALT (Alanina Aminotransferase) e AST
(Aspartato Aminotransferase) entre os grupos (H, HP22 e HP44) em relagéo aos
tempos de 24 horas, 03, 07, 14, 21 e 30 dias, os dados estdo apresentados como

média e expostos na (tabela 4).



51

Tabela 4: ConcentracGes séricas de ALT e AST dos animais em diferentes tempos e grupos
experimentais

Tempo ALT (U/L) AST (U/L)
eutanasia e
tratamento H HP22 HP44 H HP22 HP44
24 h 39,32 47,7 53,8¢ 234,32 217,30 259,2¢
03 dias 43,32 50,3 36,1¢ 197,12 243,7° 167,5¢
07 dias 20,72 17,90 23,9¢ 79,72 103,9° 105,7°
14 dias 35,72 35,52 42,7° 175,5 194,6° 175,3
21 dias - - 31,12 - - 245,32
30 dias 42,62 41,22 52,3b 235,72 204,7° 234,12

H (grupo controle — hidrogel sem NPAg) HP22 (grupo com curativo de NPAg na concentragdo de
22 ppm) HP44 (grupo com curativo de NPAg na concentracéo de 44 ppm)

OBS. Letras diferentes nas linhas *a, b e c¢) indicam diferencas em ndmeros absolutos

Fonte: O autor

Os niveis de concentracbes séricas de (ALT) e (AST) servem como
marcadores para monitorar a funcao hepética. Lesbes hepéticas agudas induzidas
por agentes quimicos podem refletir danos aos hepatocitos e por isso eles sédo
considerados biomarcadores pré-clinicos e clinicos bastante especificos para
hepatotoxicidade.

Estudos referem que o 6rgéo alvo principal de acumulagédo das AgNPs é o
figado e a toxicidade pode estar relacionada ao tamanho da particula, quanto
menor, maior a probabilidade do seu efeito toxico, isso possivelmente esta
relacionado a combinacdo do tamanho e da sua dissolucao (VIEGAS, 2018).

Ao analisar os valores das concentracbes séricas de ALT, os resultados
mostraram que a maior média entre os tratamentos foi no grupo (HP44) no tempo
de 24 h (p=0,6939), enquanto a menor média foi no grupo (HP22) nos 7 dias
(p=0,7473).

Comparando as médias dos grupos tratados com NPAg nas concentracdes
de 22 e 44 ppm em relacdo ao grupo (H) nos diferentes tempos de tratamento,
observou-se que as médias do (HP22) foram maiores em 24 horas e 3 dias,
enquanto que as do grupo (HP44) mostraram-se maiores em 24 h, 7, 14 e 30 dias,
porém segundo a analise de variancia ndo houve diferencas estatisticas
significativas.

Ao realizar analise similar nos valores das concentracdes séricas de AST,
observou-se que a maior média dos valores foi no grupo (HP44) no tempo de 24 h,
mas essa diferenca ndo foi apresentada como significativa pela analise do teste
ANOVA (p=0,8714). A menor média foi encontrada no grupo (H) no tempo de 7 dias
(p=0,6991).
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Comparando os valores dos grupos controle com os demais tratamentos
em relacdo a todos os tempos, notou-se que o (HP22) foi maior em 3, 7 e 14 dias
enquanto que o (HP44) foi em 24 h e 7 dias.

Nota-se que os valores das enzimas ALT obtidos neste estudo se
mostraram similares quando comparados aos valores de referéncia descritos nos
estudos de Melo et al. (2012) e Lima et al. (2018). No entanto para as enzimas AST
os valores de média encontrados no grupo (H) que néo tiveram em seu tratamento
as NPAg quanto nos grupos (HP22) e (HP44) expostos as NPAg em suas diferentes
concentracbes apresentaram valores superiores quando comparados as
referéncias desses mesmos estudos.

Alguns animais quando submetidos a coleta de sangue podem apresentar
o AST mais elevado possivelmente pela influéncia da anestesia ou estresse
muscular (MELO et al., 2012). Considerando o que foi mostrado no estudo de Melo
et al., (2012), e os dados obtidos neste estudo nao se sabe se as diferencas em
nameros absolutos encontradas possuem relacdo exclusiva com a prata ou se

pOSSUi associagcdo com 0 estresse anestésico.

5.5 Andlise histolégica do figado

As laminas de figado foram analisadas com a lente objetiva de 10x para
obter uma visdo panoramica e de grande dimensdo da organizacdo tecidual,
verificando o arranjo e distribuicdo dos I6bulos hepaticos e espacos porta. Nesse
aumento, procuraram-se anomalias tais como presenca de infiltrado inflamatorio
(neutrdfilos, linfocitos, eosindéfilos, macréfagos e mondcitos), indicios de fibrose -
proliferacdo excessiva de tecido conjuntivo por entre os l6bulos e contagem de
células de hepatdcitos.

Na analise histologica ndo foram observados hepatocitos com trés ou mais
ndcleos em nenhuma das imagens analisadas, independentemente do tipo de
tratamento (H, HP22 e HP44). Assim sendo, so foi feita contagem de hepatdécitos
binucleados.

Em relacdo a contagem de hepatocitos binucleados nos animais
sacrificados apés 24 horas de tratamento, foi possivel observar valores de média
decrescentes partindo do grupo (H) para o (HP22) e finalmente (HP44). O teste
ANOVA constatou diferenca estatistica entre os grupos (p=0,0421), e 0 pOs-teste
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de Tukey apontou uma diferenca significativa somente entre os grupos (H) e (HP44)

(p=0,0365). (Figura 13).

Figura 13: Grafico comparativo das médias de contagem de células binucleadas por campo
(aumento 40x) no grupo de exposicdo de 24 horas em relacdo aos de tratamentos (H, HP22 e HP44).
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Independentemente do tempo de coleta do material (3, 7, 14, 21 e 30 dias)

e do tipo de tratamento realizado nos animais (controle, 22 ppm e 44 ppm de prata)

os valores referentes a contagem de células binucleadas comportaram-se de

maneira parecida. Os valores de média ndo expressaram grande variacdo, todos

0S grupos passaram no teste de normalidade (segundo Shapiro-Wilk), e os valores

de p < 0,05 no teste de ANOVA, portanto, a analise estatistica ndo revelou nenhuma

diferenca estatistica significativa entre os grupos (Figura 14).

Figura 14 - Gréafico comparativo dos valores das médias da contagem de células binucleadas por
campo (aumento 40x) nos grupos de exposicdo de 3, 7, 14, 21 e 30 dias em relacdo aos de

tratamentos (H, HP22 e HP44).
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Também foram feitas analises utilizando a objetiva de 40x, onde foi possivel
observar detalhes morfologicos dos cordbes de hepatécitos e dos sinusoides
hepaticos. Como forma de padronizacao, buscou-se focalizar a imagem em cima
de uma veia central, de onde partem os corddes de hepatdcitos numa orientacdo
radial. Nesse aumento buscou-se analisar os seguintes detalhes: volume e aspecto
do citoplasma do hepatécito, presenca/auséncia e quantidade de macro ou micro-
vacuolos no citoplasma, morfologia e localizacdo dos nucleos dos hepatdcitos,
contagem de células bi ou trinucleadas (indicativo de proliferacao celular) e aspecto
dos sinusdides hepéticos (Figuras 15 e 16).

Figura 15 - Fotomicrografia da por¢éo central Figura 16 - Fotomicrografia de um Iébulo
de um I6bulo hepético. hepatico

No centro da imagem esta a veia central (VC)
contendo hemacias, de onde partem os cordbes
de hepatécitos (CH) entremeados pelos
sinusdides (S). Também é possivel observar
algumas células de kupffer (K) nas paredes do
sinusdide. (Coloracdo H&E aumento 40x).

Hepatocito bi-nucleado (indicagdo da seta).
(Coloracao H&E aumento 40x — animal N° 27).

Fonte: O autor
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Foram analisadas laminas de figado numa visdo em campo maior e mais
abrangente (aumento 10x) onde ndo se observou presenca de células inflamatorias
e nem de tecido fibroso por entre os I6bulos hepaticos. Tais l6bulos encontravam-
se tradicionalmente orientados ao redor de uma veia central. Os hepatdcitos
encontram-se anastomosados uns com os outros, formando os corddes de
hepatécitos — o principal componente do parénquima hepatico. Por entre os
corddes € possivel observar os sinusoides, alguns até mesmo preenchidos com
hemacias, e que se apresentam com um aspecto normal. Espalhados
proporcionalmente pelo parénquima hepatico, também foram observados espacos
porta muito bem definidos e constituidos por ramos da veia porta, artéria hepética

e ductos biliares (Figura 17).

Figura 17 - Fotomicrografia de um espaco porta (Coloracdo H&E aumento 20x — animal N° 53)
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Ramos da veia porta (VP), artérias hepaticas (AH) e ductos biliares (DB).
Fonte: O autor

Num estudo mais detalhado, com imagens obtidas a partir da objetiva de
40x, foi possivel observar que os hepatdécitos possuem tamanhos e volume normal,
sem inclusGes de pigmentos significativas, com nucleos grandes, integros e bem
corados pela hematoxilina, todos muito bem centralizados. Células uninucleadas
compdem a esmagadora maioria da populacdo de hepatécitos da populacao
estudada, mas também foram visualizadas e contadas células binucleadas, com o
objetivo de verificar se havia diferenca no indice de proliferacdo celular entre os
grupos. Nao foram vistas células trinucleadas.

Ainda observando os hepatécitos, ndo se notou a presenca
desproporcional de vacuolos grandes ou pequenos preenchendo o citoplasma
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dessas células. Agregado aos sinuséides também foi possivel observar esparsas
células de Kupffer nos campos analisados.

Essa descricdo histolégica acima citada € cabivel para todas as laminas
analisadas, independentemente do tempo em que o animal foi sacrificado bem
como do tipo de tratamento que ele recebeu (controle, 22ppm e 44ppm), assim
sendo, ha grande similaridade micromorfolégica entre as amostras, tais como se
pode observar nas (Figuras de 18 a 23) que correspondem aos tempos de

tratamento.

Figura 18 - Laminas do figado de animais com tratamento de 24 horas nos grupos (H), (HP22) e
(HP44).

(Coloracdo HE em aumento de 40x — captacdo de imagem Scanner).
Fonte: O autor

Figura 19 - Laminas do figado de animais com tratamento de 3 dias nos grupos (H), (HP22) e
(HP44).

(Coloracao HE em aumento de 40x — captacdo de imagem Scanner).
Fonte: O autor
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Figura 20 - Laminas do figado de animais com tratamento de 7 dias nos grupos (H), (HP22) e

(Coloragado HE em aumento de 40x — captagdo de imagem microscépio Olympus).
Fonte: O autor

Figura 21 - Laminas do figado de animais com tratamento de 14 dias nos grupos (H), (HP22) e

(Coloracdo HE em aumento de 40x — captacéo de imagem Scanner).
Fonte: O autor

Figura 22 - Laminas do figado de animais com tratamento de 21 dias nos grupos (H), (HP22) e
(HP44).

(Coloragdo HE em aumento de 40x — captagao de imagem microscopio Olympus).
Fonte: O autor
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Figura 23 - Laminas do figado de animais com tratamento de 30 dias nos grupos (H), (HP22) e
(HP44).

.. ) p’ 5 £ -
(Coloragado HE em aumento de 40x — captagdo de imagem microscépio Olympus).
Fonte: O autor

Segundo o estudo de Quaresma et al. (2007), independente do agente
causador da lesdo hepatica, o figado ao sofrer alteragcdes podera apresentar
necrose e afetar os hepatécitos que podem ficar aumentados de tamanho,
apresentar citoplasma irregular compacto e grandes espacos claros. Pode ainda
apresentar afluxo de células inflamatdrias aos espacos portais ou no parénquima,
espessamento de corddes dos hepatdcitos e desorganizacdo da estrutura do
parénquima, além de fibrose observado através do aumento da deposicdo do
colageno ao redor dos espacdes portais ou veia centrolobular.

O figado € um 6érgdo vulneravel a uma ampla variedade de agressodes
metabdlicas, toxicas, microbianas, circulatérias e neoplasicas. E considerado o
segundo maior 6rgdo do corpo, sendo responsavel pelo processamento e
armazenamento dos nutrientes absorvidos no trato digestivo (DOS REIS, et al.,
2017).

Em se tratando de potenciais alteracfes histolégica do figado apos
exposicdo das nanoparticulas de prata, no estudo de Sarhan e Hussein (2014), foi
possivel identificar que o tecido hepético apresentou estreitamento dos sinuséides,
hepatécitos de tamanho aumentado e nucleos e as células de Kupffer
hipertrofiados.

5.6 Anélise histolégica do rim
No estudo, apds a analise histoldgica, os resultados revelaram que todas

as amostras analisadas, independente do tratamento que receberam,
apresentaram micromorfologia condizentes com os padrfes descritos na literatura
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para um rim normal (Figura 24). As alteracdes que poderiam ser detectadas seriam

a nefrite, congestao, tumefacgéo turva e espessamento de alcas glomerulares.

Figura 24 — Fotomicrografia de uma lamina histoldgica do rim com a medi¢ao da area do corpusculo
renal e espaco de Bowman

v Nl

(A) Corpusculo renal e (B) Espaco de Bowman.

A area de selecdo esta demarcada pelo trago verde foi obtida com o software ImageJ. Coloragéo
H&E aumento 400x.

Fonte: O autor

Verificou-se a presenca de corpusculos renais onde se pode identificar os
glomérulos envolvidos pela capsula de Bowman, com espaco capsular nitido e de
tamanho proporcional. Observam-se também células epiteliais bem evidentes
constituindo o folheto parietal da capsula de Bowman. Na regido adjacente ao
corpusculo, notou-se a presenca de tubulos contorcidos proximais com suas células
cuboides volumosas, cuja por¢cao apical forma orla em escova, 0 que torna a luz
desses tubulos quase que inexistente. Também ha nessa regido os tubulos
contorcidos distais, que ndo possuem orla em escova e sdo menos acidofilos,
sendo mais facil distinguir a luz do tubo. Em alguns casos € possivel identificar a
macula densa, que é uma porcao do tubulo contorcido distal modificada (os nucleos
ficam proximos uns aos outros) encostada no corpusculo renal (figuras 25 e 26).

Em se tratando de alteragdes histopatolégica dos rins induzidos por
toxicidade as nanoparticulas de prata, no estudo de Sarhan e Hussein (2014),
observou-se os tdbulos renais mostraram epitélios aumentados, vacuolizacdo
citoplasmatica, espessamento da membrana basal e destruicdo de algumas cristas

mitocondriais.
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Figura 25 — Fotomicrografia do corpisculo renal centralizado, composto pelo glomérulo e capsula
de Bowman por meio de uma lamina histologica do rim de um dos animais.

(G) Glomérulo; (CB) capsula de Bowman; (Elipse tracejada) uma macula densa em suas
adjacéncias; (TD) tdbulos contorcidos distais e (TP) tubulos contorcidos proximais.

Coloracdo HE em aumento de 40x — captacdo de imagem Scanner.

Fonte: O autor

Figura 26 — Fotomicrografia das caracteristicas histoldgicas do corpusculo renal de um animal com
3 dias de tratamento e eutanasia do grupo experimental com 44 ppm de NPAg.

(A) epitélio parietal da capsula de Bowman bem definido e (B) tufos glomerulares preenchidos pelo
mesangio.
Fonte: O autor

Essas fotomicrografias correspondem ao animal numero 25 (com 3 dias de
tratamento com uso do curativo com NAPg com 44ppm), porém esse padrao se
repete em praticamente todos as laminas analisadas, independentemente do
tempo e do tipo de tratamento recebido pelo animal.

Numa andlise mais abrangente, observando regides maiores dos cortes
histologicos pela lente objetiva de 20x, e também pela analise das fotomicrografias,
nao se observou a presenca de nenhum infiltrado inflamatério nem nos corpusculos

renais e nem nas regides adjacentes. Nos glomérulos, observou-se material
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mesangial por entre os tufos glomerulares (por¢ao eosinofilica) sem que houvesse
excesso em sua quantidade (Figura 26).

Nas adjacéncias do corpusculo renal, diversos tubos contorcidos proximais
e distais foram encontrados com suas estruturas integras, formados por células
justapostas e com conteudo citoplasmatico eosinofilico abundante, bem como a
regido da luz tubular preservada.

Com 24 horas de tratamento, os corpusculos analisados apresentaram
medidas de area similares entre si, sendo 6486 um?2 para (H), 6573 umz2 para o
grupo (HP22) e 6217 um?2 para o grupo (HP44). O teste ANOVA n&o constatou
diferenga estatistica entre nenhum dos grupos (Figuras 27 e 28).

Figura 27 — Comparacéo da fotomicrografia do corpusculo renal e da capsula de Bowman de um
dos animais no tratamento de 24 horas em relagédo aos grupos experimentais (H), (HP22) e (HP44).

Presenca de dois corplsculos renais e tibulos nas regides adjacentes. (coloragdo HE em aumento
de 40x — captacdo de imagem Scanner) .
Fonte: O autor

Figura 28 — Grafico de comparac¢éo da area do corpusculo renal e da capsula de Bowman do rim do
animal em 24 horas em relag&o aos grupos experimentais (H), (HP22) e HP44).

area corpusculo renal espaco de Bowman
10000 2000~
8000

1500+
6000

um2

E 1000~
4000 =+

2000- 500+

0-

Fonte: O autor
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Os animais sacrificados apds trés dias de tratamento demonstraram
valores crescentes de medi¢cdo de area corpuscular, sendo 6400, 6824 e 7876 um2
respectivamente para os grupos H, HP22 e HP44 (Figura 29). A analise de variancia
apontou uma diferenca estatistica significativa entre os grupos H e o HP44 (p=
0,0171) (Figura 30).

Figura 29 — Comparagao da fotomicrografia do corpisculo renal de um dos animais no tratamento
de 03 dias em relacdo aos grupos experimentais (H), (HP22) e (HP44).

Presenca de dois corpusculos renais e tibulos nas regides adjacentes. (Coloragdo HE em aumento
de 40x — captacdo de imagem Scanner).
Fonte: O autor

Figura 30 — Grafico de comparac¢éo da area do corpusculo renal e da capsula de Bowman do rim do
animal no tratamento de 03 dias em relacdo aos grupos experimentais (H), (HP22) e HP44).

area corpusculo renal espaco de Bowman
10000~ 2000

8000 1500

6000

Hm2

N
g_lOOO-
4000+

20004 5007

Fonte: O autor

Amostras referentes a sete dias de tratamento apresentaram médias para
medida de area do corpusculo renal de 7282, 7094, 6533 um? respectivamente para
0s grupos H, HP22 e HP44 (Figuras 31 e 32). Nao foi identificado diferenca

significativa entre as médias obtidas.
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Figura 31 — Comparagao da fotomicrografia do corpisculo renal de um dos animais no tratamento
de 07 dias em relacdo aos grupos experimentais (H), (HP22) e (HP44).

Heg N T R

7

Presenca de corpusculos renais e tibulos nas regides adjacentes. (Coloracdo HE em aumento de
40x — captagdo de imagem microscépio Optico).
Fonte: O autor

Figura 32 — Gréfico comparativo da area do corpusculo renal e da capsula de Bowman do rim do
animal no tratamento de 07 dias em relacéo aos grupos experimentais (H), (HP22) e HP44).

area corpusculo renal espaco de Bowman
10000 2000+
8000- 1500-
. 60004 N
£ € 1000+
40004
2000 5007
0- 0-
Z Q Z Q
OOQ rﬂ/ b&b‘ CJOQ q:l/ Vb‘
7 dias 7 dias

Fonte: O autor

A analise morfométrica das laminas obtidas de animais sacrificados apés
14 dias de tratamento revelou medicdo de area corpuscular muito parecida nos 3
grupos tratados, sem que houvesse diferenga estatistica significativa entre eles:
7587 umz2 no grupo H, 7206 umz2 para grupo H22 e 7008 um?2 grupo HP44 (Figuras
33 e 34).
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Figura 33 — Comparagédo da fotomicrografia do corpulsculo renal e da capsula de Bowman de um
dos animais no tratamento de 14 dias em relag@o aos grupos experimentais (H), (HP22) e (HP44).

5

Presenca de dois corpulscu
de 40x — captacdo de imagem Scanner).
Fonte: O autor

Figura 34 — Gréfico de comparacao da area do corpusculo renal e da capsula de Bowman do rim do
animal no tratamento de 14 dias em relacdo aos grupos experimentais (H), (HP22) e HP44).
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Fonte: O autor

Com 21 dias de tratamento, as amostras demonstraram valores de média
da area corpuscular de 6010 pmz2, 6632 umz2 e 6633 umz2, respectivamente para 0s
grupos H, HP22 e HP44. O teste de ANOVA ndo demonstrou nenhuma diferenca

estatistica significativa entre amostras dos trés grupos tratados (Figuras 35 e 36).
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Figura 35 — Comparagéo da fotomicrografia do corpulsculo renal e da capsula de Bowman de um
dos anlmals no tratamento de 21 dias em relagao aos grupos experlmentals (H) (HP22) e (HP44).

Presenga de dois corpusculos renais e tubulos nas regloes adjacentes. (Coloragao HE em aumento
de 40x — captacéo de imagem microscépio Optico).
Fonte: O autor

Figura 36 — Grafico de comparacédo da area do corpusculo renal e da capsula de Bowman do rim do
animal no tratamento de 21 dias em relacdo aos grupos experimentais (H), (HP22) e HP44).
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Fonte: O autor

A andlise das amostras referentes aos animais que passaram por
tratamento durante 30 dias revelou valores de média da area do corpusculo renal
de 7776 pm?2, 5875 pm2 e 6607 pm?2 para os grupos H, HP22 e HP44
respectivamente. A analise de variancia apontou diferenca estatistica significativa
entre o grupo H e o grupo HP22 com (p = 0,0397) (Figuras 37 e 38).
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Figura 37 — Comparagédo da fotomicrografia do corpulsculo renal e da capsula de Bowman de um
HP22) e (HP44).

{

Presenca de dois corplsculos renais e tlbulos nas regides adjacentes. (coloragdo HE em aumento

dos animais no tratamento de 21 dias em relac&o aos grupos experimentais (H

de 40x — captacéo de imagem Scanner).

Fonte: O autor
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Figura 38 — Grafico comparativo da area do corpusculo renal e da capsula de Bowman do rim do
animal no tratamento de 30 dias em relacéo aos grupos experimentais (H), (HP22) e HP44).
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Todos os dados gerados, independente do grupo amostral, apresentaram

comportamento paramétrico. Os valores referentes a medicdo da area do espaco

capsular encontram-se explicitos na (Tabela 5).

Tabela 5 - Estatistica descritiva referente aos valores de medicao da area do espacgo da capsula de

Bowman (em pm?3).

Tempo eutanéasia Média + desvio padréo
e tratamento H HP22 HP44

24 h 1178 (+327,0) 1089 (+165,0) | 1078 (+351,4)
03 dias 986,9 (+ 246,5) 1010 (+354,6) | 1173  (+564,0)
07 dias 1254 (+375,1) 1245 (+225,4) | 1295 (+319,6)
14 dias 652,1 (+ 165,2) 633,3 (+244,6) | 944,7 (+309,2)
21 dias 903,8 (+ 456,0) 1107 (+305,9) | 1413  (+337,9)
30 dias 956,3 (+ 208,7) 980,9 (+381,3) | 9994 (+258,4)

Fonte: O autor
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De maneira geral, os valores médios da area ndo se diferenciaram muito
entre si, tanto com relacdo ao tempo quanto ao tipo do tratamento pelo qual o
animal foi submetido, e, em algumas ocasides, os valores de desvio padrao foram
elevados, provavelmente pela natureza do experimento e pela metodologia de
andlise.

O teste de ANOVA ndo revelou diferenca estatistica significativa entre os
grupos (H), (HP22) e (HP44) em amostras coletadas com 24 horas, 3, 7 e 30 dias
de tratamento. Em animais que foram sacrificados com 14 dias de tratamento a
andlise de variancia demonstrou diferenca estatistica significativa entre o grupo
HP44 e os demais, apresentando P value de 0,025 e 0,016 respectivamente com
os grupos H e HP22. Também foi verificada diferenca estatistica significativa em
animais com 21 dias de tratamento, em que o grupo HP44 apresentou valores de

média maiores do que os do grupo H (p=0,056).
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6 CONCLUSOES

Com base no trabalho realizado conclui-se que os curativos de hidrogel
com nanoparticulas de prata reticulados e esterilizados por irradiacdo com raios
gama produzidos no IPEN/USP, nas concentragdes de 22ppm e 44pmm mostraram
possuir uma boa evolugédo nos processos de cicatrizagdo das lesdes provocadas
no modelo experimental (ratos Wistar), que tem caracteristicas de formar lesdes
altamente exsudativas e que séo ideais para o curativo testado.

Os resultados revelaram que os curativos de hidrogel com nanoparticulas
de prata nas concentracbes de 22ppm e 44ppm nao induziram toxicidade nos
animais nas condi¢des experimentais utilizadas.

Na avaliacdo comportamental os animais ndo apresentaram sinais e
sintomas evidentes de alteragcdes em decorréncia da exposicao as NPAg.

Nas condi¢des testadas os resultados das andlises dos parametros do
hemograma nédo se mostraram alterados, sendo observado um aumento de células
mononucleares no grupo experimental com 44ppm. As analises bioquimicas
denotaram auséncia de atividade nefrotoxica ou hepatotoxica.

Notou-se também que nas analises histolégicas de amostras de figado e
rins que as estruturas se mantiveram integras e preservadas.

Os dados apresentados neste estudo podem auxiliar na melhor
compreensao sobre a exposicao e toxicidade das NPAg e servirdo como base para

estimar o potencial de risco de eventual exposi¢cao a salde humana.
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