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ANALISE TOXICOLOGICA DA ADMINISTRACAO SUBCUTANEA E ]
INTRAPERITONEAL DO HIDROGEL DE BIOPOLIMERO DE CANA DE ACUCAR
EM RATOS WISTAR

RESUMO

O biopolimero da cana de agucar (BPCA) ¢ um exopolisscarideo produzido por via
microbioldgica, através da bactéria Zoogloea sp. utilizando como matéria prima o melago de
cana de acucar. Estudos anteriores indicam que BPCA tem baixa toxicidade e alta
biocompatibilidade, sendo um biomaterial promissor para a area médica. Neste estudo,
objetivou-se analisar a toxicidade do hidrogel de biopolimero de cana de agtcar a 0,8% em
ratos Wistar, por via subcutanea e intraperitoneal. Foram utilizados 48 animais, 24 machos e
24 fémeas, com idade de 55 dias, que receberam o hidrogel de BPCA a 0,8% por via
subcutanea e intraperitoneal. O grupo controle recebeu salina por via intraperitoneal. Todos os
animais apresentaram comportamento normal durante o experimento, nao havendo diferengas
significativas no peso corpdreo entre os grupos. Houve diferenga significativa no peso relativo
do figado das fémeas, entre o grupo tratado com BPCA por via subcutanea e o controle.
Observada significancia estatistica no peso relativo do rim direito de machos do grupo tratado
com BPCA por via intraperitoneal, quando comparado ao controle. Foram detectadas
alteragdes histopatologicas no figado e no rim de animais que receberam o BPCA e,
eventualmente, no controle. Conclui-se que o hidrogel de biopolimero de cana de aglcar a
0,8% apresentou leves indicios de toxicidade quando administrados em ratos Wistar, por via

parenteral (subcutanea e intraperitoneal).

Palavras-chave: Biomaterial. Biopolimero de cana de agucar. Toxicologia.



TOXICOLOGICAL ANALYSIS OF THE SUBCUTANEOUS AND
INTRAPERITONEAL ADMINISTRATION OF SUGAR CANE BIOPOLYMER
HYDROGEL IN RATS WISTAR

ABSTRACT

The sugarcane biopolymer is a exopolysaccharide made by microbiological processes,
through the Zoogloea sp. Bacterium utilizing as feedstock the sugarcane's molasses. Previous
studies indicate that sugarcane biopolymer has low toxicity and high biocompatibility, being a
promising biomaterial for medical area. This current study aimed to analyze the hydrogel of
the sugarcane's biopolymer toxicity at 0.8% in Wistar mice by subcutaneous and
intraperitoneal routes. It was used 48 animals, 24 males and 24 females, at the age of 55 days,
they received the hydrogel at 0.8% by subcutaneous and intraperitoneal routes. The control
group received saline intraperitoneally. All animals exhibit normal behavior during the
experiment, with no significant differences in mice's weight between the groups. There was a
significant difference in the relative weight of females’ liver, between the study group treated
subcutaneously and the control group. It was seen statistical significance in the weight of the
males’ right kidney from the study group with intraperitoneal route, when compared with the
control group. Histopathological changes were detected in the liver and kidney of animals that
received the sugarcane biopolymer and some mice from the control group eventually. It
follows that the hydrogel of sugarcane’s biopolymer at 0.8% had mild signs of toxicity in

Wistar mice when administered by the parenteral route (subcutaneous and intraperitoneal).

Keywords: Biomaterial. sugarcane biopolymer. Toxicology.
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1 INTRODUCAO

O biopolimero de cana de agucar (BPCA) ¢ produzido por sintese bacteriana através
de microrganismos (Zoogloea sp) que possuem a habilidade de sintetizar exopolissacarideos,
quando cultivadas no melaco de cana de agucar (PATERSON-BEEDLE et al., 2000;
COELHO et al., 2002).

O BPCA ¢ composto de agucares polimerizados estaveis. E uma celulose bacteriana
que se emoldura como um biomaterial promissor na area da saiude, devido a sua composi¢ao

quimica e propriedades fisicas. (PATERSON-BEEDLE et al., 2000; SUGANO et al., 2005).

O BPCA foi eficaz como um condutor de células e indutor na processo de cicatrizacdo
(MARTINS et al., 2013; COELHO et al., 2002). Tem sido usado em diferentes areas de
medicina, principalmente na 4rea cirtrgica, tais como reconstrucao uretral (LUCENA, 2012),
agente de preenchimento para o tratamento de incontinéncia urindria (LIMA et al., 2015) e da
incontinéncia fecal (CAVALCANTE, 2015), na otorrinolaringologia, em pacientes com
perfuracdo timpanica (SILVEIRA et al., 2016), além de diversas aplicacdes na cirurgia
vascular (MARQUES et al.,, 2007), na ortopedia (ALBUQUERQUE et al., 2011) e na
oftalmologia (CORDEIRO-BARBOSA et al., 2012).

Além do seu potencial terapéutico, o0 BPCA apresenta propriedades em termos de
seguranca (CASTRO et al., 2004; PINTO et al., 2015), ¢ biocompativel (PITA et al., 2015) e

de baixo custo.

Contudo, considerando suas importantes aplicagdes, principalmente na area médica,
justifica-se que a caracterizacdo do potencial toxicoldégico do BPCA por via parenteral ¢

relevante e fornecerd subsidios para realizagdo de ensaios clinicos.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/s0144861799001794
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/s0144861799001794
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2 REVISAO DE LITERATURA

Os polimeros sdo macromoléculas formadas por subunidades moleculares, os
mondmeros, através do processo de polimerizagdo ou formados a partir de uma reagao de
condensagdo. Neste caso, os mondmeros sao unidos através da eliminacdo de uma molécula,
como de um alcool ou 4gua (UCKO, 1992; SOLOMONS, 2005).

Segundo Ucko (1992), existem polimeros que sdo sintéticos industriais € possuem
grande valor nos cuidados com a satde, como seringas, frascos e tubos. Também podem ser
produzidos a partir de matérias-primas de fontes renovaveis, como: milho, celulose e quitinas
(ABNT, 2008).

Os biopolimeros sdo produzidos através de microrganismos que possuem habilidade

de sintetizar exopolissacarideos (COELHO et al., 2002).

Eles sdo essenciais na produgdo de biomateriais, cuja finalidade é reparar ou substituir
tecidos, 6rgaos ou fungdes do organismo, apresentam alto nivel de biocompatibilidade e, por

isso, ndo induzem reagdo indesejavel ao corpo (UCKO,1992; GUASTALDI, 2010).

A celulose (C¢H;9Os) é o biopolimero mais abundante no mundo, ela pode ser
encontrada em diferentes formas de vida como em fungos, protozoarios, plantas verdes e

. - . 14 , cr
procariontes e sua producao ¢ estimada de 10 “toneladas por ano. Sua estrutura ¢ constituida

por unidades de B-D-glicopiranose unidas por ligagdes glicosidicas B-(1—4) (DONINI, 2010).

Segundo Sugano et al. (2005) a celulose se enquadra como o componente principal da
parede celular de plantas, contendo pectina, lignina e hemicelulose, quando relacionada a fins

industriais.

Este polimero pode ser dividido em dois grupos: grupo da celulose pura, no qual se

encontra a celulose bacteriana e o grupo da celulose complexa (SUGANO et al., 2005).

Mesmo possuindo sua formula quimica igual a da celulose vegetal, a celulose
bacteriana possui fibras em dimensdes nanométricas, dando assim propriedades distintas.
Destacam-se entre essas propriedades a grande resisténcia mecanica e a tragdo, dando
possibilidade de insercdes de matérias para a obtencdo de compdsitos a base de celulose

bacteriana (DONINI, 2010).
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Cresce nos ultimos anos o interesse pela identifica¢do e isolamento de polissacarideos
microbianos e suas aplicagdes, como por exemplo: a celulose bacteriana em paises na Asia é
usada no ramo alimenticio cujas propriedades sao diferentes da celulose vegetal e permitindo

assim novas utilizagdes industriais (OKIYAMA, 1992).

No mundo, existem diversas aplicagdes para a celulose bacteriana, como pele
artificial, diafragma acustico, membranas de filtros, fibra dietética, elemento aditivo para

papel, entre outros (OKIYAMA, 1992).

Desde 1990 vem sendo realizados estudos na Estacao Experimental de Cana de agtcar
de Carpina, na Universidade Federal Rural de Pernambuco (EECC/UFRPE), onde um
exopolissacarideo ¢ obtido pela acdo de bactérias do tipo Zoogloea sp, cultivadas no melago

de cana de agucar (ANDRADE & AGUIAR, 2002).

Segundo Castro et. al. (2004), trata-se de um biopolimero com grande
histocompatibilidade, sendo constituido de um tecido homogéneo e estavel. Além dessas
propriedades, o novo material, denominado de “Biopolimero da Cana de Agtcar (BPCA)”,
detém um alto grau de elasticidade, pureza, flexibilidade e resisténcia a tragdo, podendo ser
modelado em diferentes formas, possuindo assim caracteristicas fisico-quimicas fundamentais
para a sua aplicabilidade em implantes biologicos (ANDRADE & AGUIAR, 2002; LIMA,
2005).

Coelho et. Al. (2002) utilizou a membrana de BPCA em animais domésticos
portadores de feridas cutaneas, com intuito de avaliar a reepitelizagdo da area e observou que
houve o aumento do tecido de granulagdo, diminui¢do do tempo de cicatrizag¢do e controle de

infec¢do, concluindo que o biopolimero contribui para a cicatrizagdo em feridas cutaneas.

Também se obteve eficacia na utilizacdo do BPCA por Marques et al. (2007), quando
o remendo de biopolimero foi comparado ao e-PTFE utilizado nas reconstru¢des de artérias.
Diferente do e-PTFE que teve invasdo de fibroblastos, o remendo de BPCA nao permitiu essa
penetragdo, pois ndo apresentava poros. Observou-se que o remendo apresentou novas

camadas intimas e adventicias, aderidas as faces internas e externas das artérias.

Na area de urologia, o BPCA teve seu uso na bexiga de ratos Wistar, na perspectiva de
se obter um material com menor rea¢do imunoldgica apds contato com materiais de sutura
utilizados em cirurgia uroldgica. Sendo comparado com poliglactina, um fio de sutura
sintética composta de um copolimero de glicolida e L-lactida (Vicryl®), o material teve uma

boa integracdo na bexiga, sendo sua absor¢ao mais lenta nesses ratos e a presenca de pedras
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urinarias foi menor em bexigas com implantacio do BPCA (CARVALHO JUNIOR et al.,
2012).

Silveira et al. (2014) mostrou a acdo eficaz do BPCA comparando-o com o
polipropileno, no tocante a reagdo inflamatoria como opgao para correcdo da incontinéncia
urindria. Lima et al. (2015) avaliou a biocompatibilidade do BPCA como agente de volume na
bexiga de coelhos, que apresentou menor resposta inflamatoria e se integrou melhor ao tecido

hospedeiro do que o grupo tratado com dextranomero (Deflux®).

Por Lucena et al. (2015), o BPCA foi utilizado como um novo material para sling
subureteral no tratamento da incontinéncia urinaria de esfor¢o. O implante mostrou resultados
adequados quando usado como um suporte suburetral, com uma boa integragdo e boa

preservacao na regido implantada, ndo havendo alteragdes morfologicas.

Quando utilizado em forma de gel, o BPCA foi comparado a cicatrizacdo natural em
defeitos osteocondrais produzidos em condilos femorais de coelhos, onde ndo houve
diferengas significantes entre as médias das areas cicatrizadas nos grupos estudados.
Concluindo que a 4rea tratada com BPCA teve resultado semelhante ao grupo controle,

cicatrizando naturalmente (ALBUQUERQUE et al., 2011).

O mesmo gel também foi utilizado como agente de preenchimento na submucosa do
anorreto, para o tratamento de incontinéncia fecal apos trauma cirurgico do esfincter anal em
ratos. Um implante com gel de BPCA, se comportou de forma estavel e homogéneo, havendo
integracao ao tecido, apresentando fibroblastos, neovascularizagdo, fibras coldgenas e células
tipicas da resposta inflamatoria, incorporando sua matriz de forma centripeta. O gel de BPCA
foi eficaz para elevar as pressOes anorretais dos ratos com incontinéncia fecal induzida

(CAVALCANTE, 2015).

Para avaliar a biocompatibilidade do BPCA, inicialmente foi realizado um estudo de
citotoxicidade in vitro por Castro et. al (2004). Neste estudo, foi comparada a resposta
citotoxica de macrofagos alveolares de ratos ao biopolimero com as membranas de PTFE e
telas de Polipropileno. Os testes empregados foram a concentracdo de oOxido nitrico,
determinagdo do indice de adesividade e o percentual de viabilidade celular através do ensaio
do MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5diphenyltetrazolium bromide thiazolyl blue). Onde o
BPCA e o PTFE nao apresentaram respostas toxicas paras as células em cultura, diante dos

trés ensaios de citotoxicidade utilizados.
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O gel de BPCA foi utilizado em um estudo experimental em ratos wistar € um cao por
via subcutdnea, onde o gel mostrou uma reacdo inflamatéria minima e sem rea¢dao do tipo
corpo estranho. Apds um ano de aplicagcdo do hidrogel no cao, a anélise macroscépica do sitio
de implantacdo durante a necropsia, o gel parecia intacto no local, ndo sendo observado sinal

de degradagdo do produto (RANGEL et al., 2006).

O gel de BPCA também foi testado no subcutdneo de coelhos, buscando avaliar a
reacdo de sensibilidade local e a biocompatibilidade. Os autores verificaram que houve
formag¢do de neovasos em 84,4% na darea de implante do gel, intensidade de infiltrado
inflamatorio estatisticamente significativa e fibrogénese de grau 1 com maior prevaléncia nos
grupos BPCA. Concretizando a biocompatibilidade, a indugdo tecidual e a integragdo do

BPCA no tecido subcutineo de coelhos (PITA et al., 2015).

Recentemente, foram estudados por Pinto et al. (2015) os efeitos de citotoxicidade
aguda, genotoxicidade e antigenotoxicidade do BPCA, sendo realizados testes in vitro ¢ in
vivo em ratos wistar machos e fémeas. O estudo mostrou que o biopolimero da cana de agucar
testado ndo foi citotdoxico e nem genotoxico, caracterizando o BPCA como um produto

biocompativel e atoxico.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

e Estudar a toxicidade do hidrogel de biopolimero de cana de agticar a 0,8% em ratos

Wistar, por via parenteral (subcutanea e intraperitoneal).

3.2 Objetivos Especificos

e (aracterizar o potencial toxicologico do hidrogel de BPCA por via SC e IP, a partir

dos parametros clinicos de toxicidade;

e Analisar a resposta inflamatéria e as alteragdes morfologicas nos sitios de implantacao

do hidrogel de BPCA;

e Avaliar as alteragdes morfologicas em 6rgaos alvos a administragdo da BPCA por via

parenteral.



15

4 METODOLOGIA

4.1 Biopolimero da Cana de Acucar a 0,8%

O hidrogel de Biopolimero da Cana de Acucar (BPCA) a 0,8%, foi produzido pela
empresa POLISA-LTDA Polimeros Para Satde, na Estacado Experimental da Cana de Agucar
da Universidade Federal Rural de Pernambuco (EECC/UFRPE), sediada na cidade de
Carpina, PE. O hidrogel de BPCA a 0,8% foi adquirido em seringas para aplicacao direta e
embaladas em papel grau cirurgico e posteriormente esterilizado através de radiagdo gama no
laboratorio de Metrologia do Departamento de Energia Nuclear da UFPE.

O hidrogel de BPCA a 0,8% foi constituido a partir de uma matriz de
exopolissacarideo produzida por via microbioldgica, através da bactéria Zooglea sp.

Os principais monossacarideos presentes na fragdo soluvel da matriz foram glicose
(87,6%), xilose (8,6%), manose (0,8%), ribose (1,7%), galactose (0,1%), arabinose (0,4%) e o
acido glucuronico (0,8%) (PATERSON-BEEDLE et al., 2000).

4.2 Desenho Experimental
4.2.1 Animais

Foram utilizados 48 Ratos Wistar, albinos, sendo 24 machos e 24 fémeas, adultos com
55 dias de vida, provenientes do biotério do CECAL/FIOCRUZ-RJ.

Os animais foram acondicionados em grupos, mantidos em caixas de polipropileno,
em ambiente climatizado (22 + 0,5°C), em ciclo claro/escuro de 12 em 12h e circulagdo de ar
controlada. Receberam ragdo padrao Labina® e 4gua filtrada durante os 20 dias
experimentais. A higienizacao das caixas de polipropileno foram realizadas a cada 2 dias.

O estudo foi realizado no Laboratdrio de Toxicologia Ambiental, da Escola Nacional
de Satde Publica Sérgio Arouca, FIOCRUZ. O projeto foi submetido a Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA/FIOCRUZ - RJ) e aprovado (Parecer: P-19/14-4).

4.2.2 Protocolo Experimental

Os 48 animais foram divididos em 6 grupos, com 18 animais nos grupos tratados com
BPCA 0,8% por via subcutanea, sendo 9 machos e 9 fémeas e 18 tratados com BPCA 0,8%
por via intraperitoneal, sendo 9 machos e 9 fémeas e 12 animais do grupos controle tratados
com Salina a 0,9%, sendo esses 6 machos e 6 fémeas. O quadro a seguir apresenta os grupos

experimentais:


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/s0144861799001794
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Quadro 1. Desenho Experimental

I.  Grupo tratado com BPCA 0,8% (Via Subcutanea), Machos, (n=9);

II.  Grupo tratado com BPCA 0,8% (Via Intraperitoneal), Machos, (n=9);
III.  Grupo controle tratado com Salina, (Via Intraperitoneal), Machos, (n=6);
IV.  Grupo tratado com BPCA 0,8% (Via Subcutanea), Fémeas, (n=9);

V. Grupo tratado com BPCA 0,8% (Via Intraperitoneal) Fémeas, (n=9);

VI.  Grupo controle tratado com Salina, (Via Intraperitoneal) Fémeas, (n=6).

O hidrogel de BPCA a 0,8% foi administrado em dose unica (200mg/Kg de peso), por
via subcutanea (SC) ou intraperitoneal (IP), considerando o volume de 4ml/Kg de peso do
animal. Apds duas horas da administragdo, os sinais clinicos foram avaliados, sendo
reavaliados no final do dia.

Diariamente, do segundo ao 20° dia, os animais foram pesados individualmente, com
balanga digital e os sinais clinicos observados uma vez por dia.

No ultimo dia experimental, imediatamente apos serem pesados e os sinais clinicos
avaliados, os animais foram submetidos a anestesia inalatéria em camara de pressdo, sobre
alta concentra¢ao de dioxido de carbono.

O animal foi posicionado em decubito dorsal, submetido a uma toracotomia, com a
exposi¢ao do mediastino, para realizacdo da pun¢do cardiaca. Foi coletado 500ul de sangue
por animal para analises bioquimicas, utilizando agulha de 25x7 mm.

Em seguida, os animais foram submetidos a eutanésia por deslocamento cervical. Foi
conduzida a necropsia com laparotomia para remogao do figado, bago, rins de todos os grupos
e do fragmento de pele do grupo tratado com BPCA 0,8% por via subcutanea.

Todas as amostras foram pesadas e fixadas em formalina tamponada a 10% para

analise histologica.

4.3 Avaliacio da toxicidade por via parenteral

Para a determinagao da toxicidade a substancia, BPCA a 0,8%, foi administrada em
dose unica por via parenteral, SC ou IP, considerando a relevancia desta rota humana de
exposi¢ao ao produto, com o objetivo de avaliar aspectos como a absor¢do, o processo de
degradacao e eliminacdo do hidrogel pelo organismo, modificacdes teciduais na area da

administracao, além de aspectos gerais relacionados ao metabolismo e a cinética do produto.
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A avaliacdo toxicoldgica da administragdo da BPCA por via parenteral, especialmente
pelas vias SC e IP, justifica-se por ser a matriz de BPCA promissora ao sistema de liberagao

de farmacos. Além disto, vislumbra-se o uso do hidrogel como agente de preenchimento.

4.4 Sinais Clinicos de Toxicidade

Os animais foram avaliados diariamente através de parametros de avaliagdes clinicas.
O peso corporal era descrito em uma planilha com o intuito de obter-se possiveis alteracdes
no peso devido a aplicagao do BPCA.

Em outra planilha, eram descritos os comportamentos dos animais. Sobre a bancada
eram individualmente observados se apresentavam hipoatividade ou hiperatividade com ou
sem laterizagdo, além da piloere¢do, vocalizacdo, cromodacrorréia, epitaxis, lacrimejamento

ou queda de pelos que poderiam ser provocados pela administragao da substancia.

4.5 Processamento Histologico

Para realizacdo da andlise histologica, as amostras utilizadas foram retiradas apos a
eutandsia e armazenados em formol tamponado a 10%.

Apbs o periodo minimo de 48hs as amostras seguiram para o processamento conforme
rotina histologica do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA), UFPE. Sendo
incluido em parafina, cortadas no micrétomo em 4um de espessura, dispostas em laminas
foscas e levado a estufa por 24h, em temperatura de 40°C. Passado esse tempo os tecidos
foram corados com Hematoxilina e Eosina (HE), sendo avaliados em microscopio optico por

um patologista.

4.6 Analise Histolégica

Para analise histologica do figado, baco e rins foram considerados os aspectos
morfoldgicos observados na coloragdo de hematoxilina e eosina (HE), comparando os grupos
tratados com o gel de BPCA com o grupo salina. Os parametros foram os mesmos utilizados
por Feitosa et al. (2005), Cintra (2010) e Aragjo (2014), em uma analise semi-quantitativa,
avaliando o aparecimento ou ndo de lesdes teciduais.

Nos rins foi avaliado se houve vacuolizacdo citoplasmatica, simplificagdo do epitélio
tubular, obstrucao da luz dos tubulos, inflamagao e hipertrofia do glomérulo.

No figado foi avaliado a vacuolizacao dos hepatdcitos, formacao de fibrose, congestao

nos vasos ¢ inflamacao.
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No bago foi avaliado se houve infarto por obstru¢do dos vasos devido a aplicagdo
BPCA e alteragdes na poupa branca e vermelha.

A andlise histopatologica do figado, rins e baco foi realizada no Laboratério de
Microscopia do Centro Académico de Vitoria, UFPE.

Na andlise histolégica do gel de BPCA aplicado no subcutaneo, foram avaliados os
aspectos relacionados a localizagao e homogeneidade do implante de BPCA, a presenca de
fibroblastos, células inflamatdrias, células gigantes multinucleadas (CGMN) e a formagao de
neovasos, através da andlise semi-quantitativa, sendo as laminas classificadas em quatro
graus: G0, Ausente (0-5%), GI, Leve (5-25%), GII, Moderado (25-50%) e GIII, Intenso (Mais
de 50%), com base no percentual sobre o qual as células e vasos se formaram no implante de
BPCA (CAVALCANTE, 2015).

A andlise histologica do gel de BPCA no subcutaneo foi realizada no Laboratorio de

Imunopatologia Keizo Asami (LIKA), UFPE.

4.7 Analise Estatistica

Todos os dados foram avaliados pelo programa GraphPad Prism® versdao 3.0. As
frequéncias foram representadas em porcentagem e analisadas pelo teste exato de Fisher. Os
dados continuos foram apresentados como média e desvio padrdo, estudados por teste
paramétrico ou nao-paramétrico, de acordo com o nivel de normalidade. O nivel nominal de

0,05 foi escolhido para rejeitar a hipdtese nula (significancia estatistica).
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S RESULTADOS

Os resultados apresentados a seguir referem-se aos sinais clinicos de toxicidade,
incluindo a avaliagdo do peso didrio, do ganho de peso e dos parametros de toxicidade (sinais
flogisticos no local da administragdo do BPCA, bem como sinais sistémicos, como piloeregao,
cromodacriorréia, epistaxis, hipo/hiperatividade e outras alteragdes do comportamento
animal), avaliagdo macroscdpica no sitio de implantagdo do BPCA, no momento da necropsia
e avaliagdo macroscopica, incluindo a analise histopatologica (figado, rim e bago) e

histoldgica da area de implante do BPCA por via subcutanea.

5.1 Sinais Clinicos de Toxicidade

Todos os animais apresentaram comportamento normal durante o experimento, nao
havendo diferengas significativas no peso corpéreo entre os grupos. Nao foram observados
sinais clinicos de toxicidade.

O peso médio dos animais foi semelhante entre machos (p=0,1466) e fémeas (p=0,2821),
em todos os grupos. A diferenca de ganho de peso mostrou-se equivalente entre as fémeas
(p=0,1147), porém para os machos observou-se maior ganho de peso no grupo que recebeu o
BPCA por via subcutanea, mas sem diferenca significativa (p=0,0516). A Tabela 1 apresenta

todos os dados de peso. A Figura 1 ilustra estes dados.
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Tabela 1. Média de peso dos animais ao final do experimento e ganho de peso, por grupo.

Média de Peso' Ganho de Peso D20-D1°
Grupos Fémeas Machos Fémeas Machos
BPCA-SC 194,77 + 16,03 310,03 + 24,26 46,86 + 7,42 86,57 + 10,49
BPCA-IP 183,80 £14,22 292,35 £ 18,27 40,84 + 6,92 73,79 £ 8,60
Salina 241,80 £ 11,69 294,69 = 21,61 38,43 £8,72 75,75 + 8,86
Valor de p 0,1466 0,2821 0,1147 0,0516

Os valos estdo representados como média + Desvio padrao (DP). O ganho de peso foi

mensurado pela subtracdo entre o peso final (D20) e o peso inicial (D1). 'Anélise da média de

peso pela ANOVA seguida do teste ¢ de student. *Andlise do ganho de peso pelo teste de

Kruskal-Wallis seguido de Mann-Whitney. *Estatisticamente significativo se p<0,05, sendo
a: BPCA-SC#BPCA-IP; b: BPCA-SC+#Salina; ¢c: BPCA-IP#Salina.

350,00

Controle de Peso

300,00

250,00

200,00

Peso (g9)

150,00 +—

100,00 +—

50,00 +—
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BP-IP

Grupos

Salina

O Média de Peso - Fémeas
B Média de Peso - Machos

B Diferenca de Peso - Fémeas

B Diferenga de Peso - Machos

Figura 1 — Ganho de peso dos animais por grupo. FONTE: Elaborado pelo autor.
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Houve diferenga estatistica no peso relativo do figado das fémeas, entre o grupo
tratado com BPCA por via subcutanea e o controle (p=0,0064) e no peso relativo do rim
direito de machos, entre o grupo tratado com BPCA por via intraperitoneal e o controle
(p=0,0458). Para os demais ndo foram observadas diferencas significativas, como pode ser

visto nas Tabelas 2 e 3.

A figura 2 ilustra o peso médio dos 6rgdos entre machos e fémeas, nos diferentes

grupos.

Tabela 2. Pesos relativos dos 6rgao de fémeas, por grupo.

Peso relativo dos Orgios
Fémeas
Grupos Figado Rim Direito Rim Esquerdo Bago
BPCA-SC 3,67 £0,23° 0,37 £ 0,02 0,36 + 0,01 0,29 £ 0,03
BPCA-IP 3,53 +0,33 0,37 £ 0,02 0,37 £ 0,02 0,30 £ 0,05
Salina 2,96 £ 1,01 0,33 +0,12 0,34 +0,12 0,29 + 0,09
Valor de p' 0,0064* 0,9631 0,4430 0,2001

Os valores estdo representados como média = Desvio padrao (DP). O peso relativo foi

calculado com base no peso final do animal (D20). 'Analise pelo teste de Kruskal-Wallis

seguido do teste de Dunn para multiplas comparagdes. *Estatisticamente significativo se

p<0,05, sendo a: BPCA-SC#BPCA-IP; b: BPCA-SC#Salina; c: BPCA-IP#Salina.



Tabela 3. Pesos relativos dos 6rgao de machos, por grupo.
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Peso relativo dos Orgios
Machos
Grupos Figado Rim Direito Rim Esquerdo Baco
BPCA-SC 3,35£0,19 0,34+0,02 0,33+0,03 0,26 = 0,04
BPCA-IP 3,16 £ 0,36 0,36 +0,01° 0,36 + 0,02 0,24 +0,04
Salina 2,68 £0,98 0,30 £0,11 0,35 +£0,16 0,22 +£0,07
Valor de p' 0,1158 0,0458* 0,0685 0,6961

Os valos estdo representados como média + Desvio padrao (DP). O peso relativo foi

calculado com base no peso final do animal (D20). 'Analise pelo teste de Kruskal-Wallis

seguido do teste de Dunn para multiplas comparacdes. *Estatisticamente significativo se

p<0,05, sendo a: BPCA-SC#BPCA-IP; b: BPCA-SC+#Salina; c: BPCA-IP+#Salina.
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Figura 2 — Peso médio dos 6rgaos dos animais por grupo. FONTE: Elaborado pelo autor.
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5.2 Analises Macroscépicas

No momento da retirada das pecas anatOmicas, foram observadas as seguintes
alteracdes, no grupo que recebeu BPCA por via intraperitoneal: Nas fémeas, foi observado
resquicio de BPCA na cavidade em dois animais e aderéncia do BPCA ao musculo em um
animal. Nos machos, percebeu-se a presenca de um cisto na parede do peritonio em um
animal, um cisto sobre o rim esquerdo em um animal e aderéncia do BPCA em um animal.
Nao foram observadas alteragdes macroscopicas no controle e no grupo BPCA quando

administrado por via subcutanea.

5.3 Analises Microscopicas
5.3.1 Anadlise Histopatolégica no Figado, nos Rins e no Bago

Foram realizadas analises histopatoldgicas semi-quantitativas, ao microscopio optico,
por profissional habilitado, as cegas.

Foram detectadas alteragdes no figado e no rim de animais que receberam o BPCA e,

eventualmente, no controle. A tabela 4 apresenta as principais alteragdes encontradas.

Alteracoes BPCA Controle (Salina)

histopatologicas | Figado Rim Figado Rim
Macho | Fémea | Macho | Fémea | Macho | Fémea | Macho | Fémea

Infiltrados 1 SC 4 SC - - 1 IP 1 1P 1 1P -

inflamatorios 1P

Vacuolizagao - 1 SC - - - - - -

Congestao dos | - 1 SC - - - 11P - -

vasos 1 1P

Hipertrofia do | - - 8 1P - - - - -

corpusculo

Célculo renal - - - 4SC - - - -

21P

Os dados apresentados sdao valores absolutos de alteragdes encontradas nos animais

submetidos a via IP, Intraperitoneal ou SC, Subcutanea.
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Nao foram encontradas alteragdes histopatologicas no bago.
A seguir serdo apresentados os resultados detalhados da avalia¢ao histopatologica por

orgdo analisado e também a histologia da area de implante subcutdneo do BPCA.

5.3.2 Figado

Nao foi observada a presenga de fibrose ou calcificagdo em nenhum dos grupos. Foi
detectada a congestdo vascular como mostram as Figuras 3A e 3B, vacuolizagdo dos
hepatocitos (Figura 4A) e inflamacdes severas caracteristicas de intoxicacdo em trés animais

tratados com BPCA por via intraperitoneal (Figura 5). A Figura 4B ilustra os hepatdcitos sem

anormalidades.

Figura 3. Infiltrado inflamatdrio perivascular (cabeca de seta) e congestdo nos vasos (estrela)
no grupo BPCA machos intraperitoneal. HE. A) 400x. B) 100x.

ASIS Bt DAt o o e 12..2?;“"‘
Figura 4. A) Comparacdo dos hepatdcitos normais (seta branca) com hepatocitos
apresentando vacuoliza¢do (seta amarela) nas fémeas do grupo tratado com BPCA por via
intraperitoneal. B) Fémeas do grupo tratado com BPCA por via intraperitoneal apresentando
normalidade nos hepatécito. HE. 400x.
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Figura 5. Infiltrado inflamatorio caraceristico de resposta cronica (seta branca) e aguda (seta
amarela) periductal e perivascular, em fémeas do grupo BPCA administrado por via
subcutanea. HE. 400x.

5.3.3 Rim

Nao foram observadas alteragdes no epitélio renal e nem presenca de fibrose. A
maioria (88,89%) dos animais machos tratados com BPCA por via intraperitoneal apresentou
corpusculo renal maior em comparacdo ao grupo controle (Figuras 6 ¢ 7). Em 6 (33,33%)

animais tratados com BPCA, 2 (22,22%) do grupo intraperitoneal e 4 (44,44%) do

subcutaneo, foram encontradas alteracdes indicativas da formagao de calculos renais (Figura
8).

Figura 6. Diferenga de tamanho entre corpisculo renal no grupo BPCA subcutianeo (A)
aumento do corpusculo (B) no grupo BPCA intraperitoneal. HE. 400x.
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| A L T e TP
Figura 7. Corpusculo renal com inflamacdo (estrela) no grupo salina de fémeas (A),
comparando com corpusculos sadios no grupo BPCA subcutaneo (B). HE. 400x e 100x
respectivamente.

administrado por via subcutanea. HE. A) 400x e B) 100x.

5.3.4 Baco
Nao foram identificadas areas com presenga de inflamagdo e nem alteragdes

significativas na polpa branca e vermelha do bago.
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L4 P T N 5 L o T : 3 ;
Figura 9. A) Bag¢o do grupo BPCA intraperitoneal evidenciando normalidade nas poupas
branca (estrela) e poupa vermelha (cabeca de seta). B) Poupa branca (estrela) e poupa
vermelha (seta) do grupo BPCA subcutanea sem apresentar alteracdes. HE, 100x.

5.3.5 Anadlise Histologica do gel de BPCA no Subcutineo

A maioria (88,89%) dos implantes de BPCA estava presente abaixo do tecido
muscular, proximo a hipoderme, ou seja, inserido no subcutaneo. Apenas em dois animais,
um macho e uma fémea, ndo foi possivel detectar o implante de BPCA, inviabilizando a
analise destas amostras.

O implante de BPCA estava homogéneo na maioria das amostras, representando
77,78% nos machos e 88,89% nas fémeas.

CGMN ausentes na maioria dos machos (75%) e de intensidade leve nas fémeas
(50%). A intensidade de formacdo de neovasos na area do implante de BPCA variou de
ausente a intenso equitativamente, tanto em machos como nas fémeas. A resposta inflamatoria
na area do implante foi semelhante em machos e fémeas, correspondendo a intensidade leve
(100%). A presenga de fibroblastos variou entre ausente (machos, 62,5%) e leve (fémeas,
87,5%).

A Tabela 5 resume os achados da anélise morfoldgica na area de implante do BPCA.

As Figuras 10A, 10B e 10C ilustram esta analise morfologica.



Tabela 5. Analise Morfologica na Area de Implante do BPCA.
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Variaveis BPCA-SC Valor
Machos Fémeas de p’
Localizacio do Implante
Presente 08 (88,89%) 08 (88,89%) 1,0000
Ausente 01 (11,11%) 01 (11,11%)
Homogeneidade do
0,9500
Implante
Homogénea 07 (77,78%) 08 (88,89%)
Fragmentada 01 (11,11%) 0 (0%)
Ausente 01 (11,11%) 01 (11,11%)
CGMN'
Ausente (0-5%) 06 (75,0%) 03 (37,5%) 03147
Leve (5-25%) 02 (25,0%) 04 (50,0%)
Moderada (25-50%) 0 01 (12,5%)
Intensa (Mais de 50%) 0 0
Neovasos'
Ausente (0-5%) 03 (37,5%) 01 (12,5%) 0,5692
Leve (5-25%) 0 02 (25,0%)
Moderada (25-50%) 03 (37,5%) 02 (25,0%)
Intensa (Mais de 50%) 02 (25,0%) 03 (37,5%)
Resposta Inflamatéria’
Ausente (0-5%) 0 0 NA
Leve (5-25%) 8 (100%) 8 (100%)
Moderada (25-50%) 0 0
Intensa (Mais de 50%) 0 0
Presenca de Fibroblastos'
Ausente (0-5%) 05 (62,5%) 01 (12,5%) 0,1189
Leve (5-25%) 03 (37,5%) 07 (87,5%)
Moderada (25-50%) 0 0
0 0

Intensa (Mais de 50%)

"Foram avaliadas 8 laminas, pois em um animal de cada grupo o implante de BPCA nao foi

detectado. *Analise pelo teste Exato de Fisher. *Estatisticamente significativo se p<0,05. NA,

nao se aplica.
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Figura 10. A) Localiza¢do do implante de BPCA no subcutaneo (cabega de seta). B) Presenga
de neovasos no implante de BPCA-SC (seta) e de células gigantes (CGMN). C) Presenga
abundante de fibroblastos, células gigantes (CGMN) e neovasos (setas). HE, A e B, 50x e C,
200x.
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6 DISCUSSAO

O peso médio dos animais foi semelhante em todos os grupos. O ganho de peso em todos
os animais foi positivo, independente do grupo, porém sem diferenga significativa. Dados
semelhantes foram encontrados por Pita et al. (2015) e Lucena et al. (2015).

Em relacdo ao peso relativo, o figado das fémeas tratadas por via subcutinea apresentou
diferenca estatistica em comparagao ao grupo controle (p=0,0064), o que pode ser justificado
pelas diferencas histopatologicas encontradas nesse grupo, onde o mesmo apresentou
alteragdes indicativas de inflamagao hepatica.

Houve diferenca significativa no peso relativo do rim direito dos machos tratados por
BPCA por via intraperitoneal em relagdo ao controle (p=0,0458). Tal aspecto pode estar
relacionado a eliminagdo do BPCA, inclusive, por ter sido observada a hipertrofia dos
corpusculos nesse grupo. Contudo, na literatura sdo escassos os dados relacionados a este
aspecto.

Foram encontrados cistos sobre os rins de animais tratados por via intraperitoneal,
porém estes achados foram inconsistentes e, por isso, nao foi possivel estabelecer relagdo
causal entre estas alteragdes macroscopicas € os achados histopatoldgicos (calculo renal e
hipertrofia dos corpusculos renais)

Sobre o calculo renal, encontrado apenas nas fémeas, novos estudos com outras
coloragdes necessitam ser feitas para a concretizacdo deste achado. No entanto, especula-se
que isto possa ter ocorrido devido a interferéncia enddcrina. Neste sentido, outras estruturas
como as glandulas tiredide, adrenais e gonadas, além de alguns biofluidos (sangue e urina)
precisam ser estudados para elucidacao desta hipdtese.

Alguns autores encontraram alteragdes de cor, incrustacdo e calculos implantando
materiais sintéticos em bexigas de ratos (FORD et al., 1985; CARVALHO JUNIOR et al.,
2012). Um estudo com implantacdo de BPCA na forma de tubulo, na bexiga de ratos, mostrou
resultados semelhantes, inclusive com a formacao de célculo (LIMA, 2014). Porém, nao ha
relatos na literatura de achados relativos a formacao de célculo renal pelo uso do BPCA.

Nao foram identificadas 4areas com presenca de inflamacdo e nem alteracdes
significativas na polpa branca e vermelha do bago. Porém serdo feitas medi¢des na poupa
branca para verificar se houve um aumento desta nos diferentes grupos, seguidas de analises

de histomorfometria para averiguar o potencial do substancia sobre o bago (PINTO, 2012).
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O implante de BPCA estava homogéneo na maioria das amostras, representando
77,78% nos machos e 88,89% nas fémeas. CGMN ausentes na maioria dos machos (75%) e
de intensidade leve nas fémeas (50%). A intensidade de formacdo de neovasos na area do
implante de BPCA variou de ausente a intenso equitativamente, tanto em machos como nas
fémeas. A resposta inflamatéria na area do implante foi semelhante em machos e fémeas,
correspondendo a intensidade leve (100%). A presenca de fibroblastos variou entre ausente
(machos, 62,5%) e leve (fémeas, 87,5%). Estes achados corroboram com os encontrados por
Cavalcante (2015), Silveira et al. (2014), Lima et al. (2015), Lucena et al. (2015), Rangel et
al. (2006) e Pita et al. (2015).

A via subcutdnea pode ser considerada uma via importante para administragdo de
medicamentos e, especialmente, pode ser usada para deposi¢do/implante de farmacos de
liberagdo controlada. E uma via de facil acesso e boa absorgdo, principalmente por ndo sofrer
o efeito de primeira passagem, caracteristico da via oral. Sendo assim, ¢ recomendével avaliar
a toxicidade do hidrogel de BPCA por esta via. Assim como na presente pesquisa, os estudos
anteriores ndo revelaram sinais de toxicidade clinica ou reacdo inflamatoria significativa na

area de administracao do BPCA (PITA et al., 2015; LUCENA et al.,2015)

Por outro lado, a via intraperitoneal, devido a dificuldade de manejo para
administracdo de medicamentos, ndo ¢ muito utilizada. No entanto, por ser representativa
quanto a area de absor¢do e sua capacidade absortiva, ela também foi escolhida neste
trabalho. Lima et al. (2005) ao avaliar a resposta inflamatoria da membrana de BPCA
comparada as telas de polipropileno® quando implantadas no peritonio parietal de ratos,

evidenciaram que nao houve inflamagao e houve incorporagdo do material ao peritonio.

O BPCA nio foi téxico por via oral, quando administrado em dose tnica (PINTO et
al., 2015). Pela via topica o BPCA também ndo apresentou reagdes adversas (MARTINS et
al., 2013).

Em estudos anteriores (CASTRO et al., 2004; PINTO et al., 2015) nao foi evidenciada
toxicidade relativa ao BPCA e, apesar desta pesquisa ter apontado indicios leves de
toxicidade, os resultados apresentados sdao preliminares, o que limita a discussao e a conclusao

deste estudo.



32

7 CONCLUSAO

Conclui-se que o hidrogel de biopolimero de cana de actcar a 0,8% apresentou leves
indicios de toxicidade quando administrados em ratos Wistar, por via parenteral (subcutanea e

intraperitoneal).
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8 LIMITACOES DO ESTUDO

Percebe-se a necessidade de ajustes metodologicos para confirmagdo dos resultados
encontrados, por exemplo, substituindo a técnica de analise histoldgica semi-quantitativa por
uma histomorfométrica e também pela necessidade de realizacdo de testes bioquimicos em
amostras de sangue (Aminotransferase de Aspartato, AST e Aminotransferase de alanina,
ALT), que apesar de coletadas ainda nao foram processadas. Seria importante ainda a analise
da funcao renal pela dosagem da depuragdo da uréia e da creatinina.

Trata-se, contudo, de um estudo com resultados preliminares e espera-se futuramente
realizar outros testes, como o de toxicidade subcronica, para confirmar os desfechos

histopatologicos encontrados.
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