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RESUMO

A celulose (CsH1005) € 0 polimero organico mais abundante na natureza e forma a
base estrutural da parede celular das plantas, sendo produzida também por outros
organismos como fungos, algas e algumas bactérias. A celulose bacteriana (CB)
apresenta caracteristicas importantes que combinam varias propriedades superficiais
e macromoleculares, essenciais para aplicacdes in vitro e in vivo. A bactéria utilizada,
produtora do polissacarideo, foi a Zoogloea sp., que foi transferida para um meio
esterilizado, consistindo de melaco de cana-de-agucar. As culturas foram incubadas
a 30 °C durante sete dias, formando na interface ar-liquido um material semelhante a
um gel. O hidrogel foi analisado quanto a sua composicéo e testado para esclarecer
os efeitos adversos locais, como inflamagodes, e sistémicos, a exemplo de infeccéo,
emaciacao, vermelhidao e eliminacdo do material enxertado, causados pelo produto
de celulose bacteriana a 0,8% ap0s o implante subcutaneo em 24 fémeas e 24
machos ratos Wistar, de 55 dias de idade. Para isso, foram utilizadas analises
guimicas, bioquimicas e histomorfométricas que trouxeram resultados dos 20 dias
experimentais. Ndo foram observados comportamento anormal ou sinais clinicos de
toxicidade crénica ou inflamacgéo nos ratos tratados. Nao houve alteracdo nos niveis
de biomarcadores de lesdo hepéatica (ALT, AST e ALP), na histologia renal, onde se
fez avaliacdo a procura de sinais de lesao celular tubular, dano glomerular ou vascular,
nem na morfometria renal, onde foram quantificados os corpusculos renais e a area
do espaco capsular. Concluindo que a auséncia de sinais e sintomas de toxicidade
sugere que injecdes subcutaneas ou intraperitoneais desses polimeros possam ser

utilizadas em situacdes clinicas.

Palavras-chave: Ratos W.istar, Celulose bacteriana, Histomorfometria, Rim,
Toxicidade.


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/bacterial-cellulose

ABSTRACT

Cellulose (CsH100s5) is the most abundant organic polymer in nature and forms the
structural base of the cell wall of plants, and is also produced by other organisms such
as fungi, algae, and some bacteria. Bacterial cellulose (BC) has important
characteristics that combine several surfaces and macromolecular properties,
essential for in vitro and in vivo applications. The bacteria used to produce the
polysaccharide was Zoogloea sp., which was transferred to a sterile medium,
consisting of sugar cane molasses. The cultures were incubated at 30 °C for seven
days, forming a gel-like material at the air-liquid interface. The hydrogel was analyzed
for its composition and tested to clarify the local, such as inflammation, and systemic
adverse effects, such as infection, emaciation, redness, and elimination of the grafted
material, caused by the 0.8% bacterial cellulose product after subcutaneous
implantation in 24 females and 24 male Wistar rats of 55 days old. For this, chemical,
biochemical and histomorphometric analyses were used, which brought results from
the 20 experimental days. No abnormal behavior or clinical signs of chronic toxicity or
inflammation were observed in the treated rats. There was no change in liver injury
biomarker levels (ALT, AST and ALP), as well as in renal histology, where it was
evaluated to signs of tubular cell injury, glomerular or vascular damage, and renal
morphometry, in which it was quantified the number of renal corpuscles, the number
of cells per glomerulus and the capsular space area. In conclusion, the absence of
signs and symptoms of toxicity suggests that subcutaneous or intraperitoneal

injections of these polymers can be used in clinical situations.

Keywords: Wistar rats, Bacterial cellulose, Histomorphometry, Kidney, Toxicity.
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1.INTRODUCAO

A celulose (CsH1005) é o polimero orgéanico, formado por uma cadeia linear ndo
ramificada de moléculas de glicose unidas por ligacdo do tipo (B-1,4-glicosidicas.
Sendo encontrada na parede celular das plantas e produzida por organismos como
fungos, algas e algumas bactérias (BROWN; SAXENA; KUDLICKA, 1996; KRAMER
et al., 2006). E uma das macromoléculas organicas mais abundantes da Terra, sendo
6timo reservatorio no ciclo do carbono e, em plantas mais altas, sua biogénese € um
evento integral em crescimento e desenvolvimento celular (ROSS et al. 1991).

A celulose formada a partir de bactérias sdo denominadas de celulose
bacteriana (CB), que tem varias vantagens sobre a celulose derivada de plantas,
incluindo alta pureza (livre de lignina, hemicelulose e pectina), além de alta
cristalinidade (podendo chegar até 90%) e elasticidade, biocompatibilidade, baixa
densidade, alto grau de polimerizacdo, excelente permeabilidade, alta porosidade e
teor de agua (ROSS; MAYER; BENZIMAN, 1991; REINIATI; HRYMAK; MARGARITIS,
2017). Ademais, a CB tem despertado interesse, visto que produz redes
tridimensionais de fibras com diametros de aproximadamente 30-50nm, bem mais
delgada que a celulose vegetal (REINIATI et al., 2017)

Os materiais com propriedades funcionais constituem uma area de pesquisa
extremamente ativa e inovadora, na qual todos os aspectos da ciéncia dos materiais
estdo envolvidos, incluindo quimica, fisica, engenharia, biologia e
nanotecnologia. Diferentes  apresentacdes de materiais funcionais foram
desenvolvidas para os mais variados fins, como monitoramento ambiental, industria
de alimentos, fabricacdo de baterias de ions e terapia clinica (YAO et al., 2018;
ABBASI-MOAYED; GOLMOHAMMADI; HORMOZI-NEZHAD, 2018; WANG et al.,
2018; PHIRI et al., 2018).

Destes, materiais funcionais a base de celulose bacteriana (biomateriais) tém
atraido cada vez mais atencdo devido as suas excelentes propriedades fisicas e
guimicas, além de alta seguranca, baixo custo, alta flexibilidade e adaptabilidade,
hidrofilicidade, transparéncia, excelente biocompatibilidade e biodegradabilidade
(CAMPANO et al., 2016). Diversas pesquisas descrevem a versatilidade da CB na

fabricacdo de nanocompostos fortes e biorrenovaveis, bem como o rapido
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crescimento de materiais biocompativeis para utilizagdo na area biomédica e em

sistemas de administracao de medicamentos (REINIATI et al. 2017).

Uma celulose bacteriana produzida pela Polimero para a Saude (POLISA —
LTDA), utiliza a bactéria Zoogloea sp. sobre um meio de cultura consistindo de melago
de cana-de-acucar, responsavel por produzir na interface ar-liquido um material
semelhante a um gel (PATERSON-BEEDLE et al., 2000).

Testes iniciais do gel foram realizados in vitro por meio de indice de adesé&o,
producdo de 6xido nitrico e viabilidade celular de macréfagos alveolares de ratos e 0s
resultados foram satisfatorios, ndo apresentando respostas téxicas para as células
(CASTRO et al., 2004).

Também foram avaliados em ratos Wistar a toxicidade aguda, a citotoxicidade,
a genotoxicidade e os efeitos antigenotoxicos da CB in vitro e in vivo, que indicaram
gue na faixa de dose testada a celulose nédo foi citotoxica e ainda atenuou os efeitos

genotoxicos e mielotoxicos (PINTO et al., 2016).

Em estudos experimentais clinicos, a CB foi desenvolvida para seu uso como
substituto vascular em arterioplastia femoral bilateral em céaes, utilizando as
membranas de biopolimero de cana-de-acicar como remendo, agente de
preenchimento anorretal para incontinéncia fecal, auxilio no processo cicatricial de
lesBes por pressao, como diabetes mellitus e hipertensao arterial sistémica, reparo de
perfuracdo de membrana timpanica e curativos no tratamento de Ulceras decorrentes
de doencas venosas cronicas dos membros inferiores (MARQUES et al.,, 2007
(SILVEIRA et al., 2016a; CAVALCANTI et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2019).

Embora alguns testes ja tenham sido realizados, novos estudos adicionais de
seguranca nao clinico sdo necessarios antes de realizar uma decisédo de iniciar os
ensaios clinicos em longa escala e solicitar a aprovacao de marketing dos produtos
da CB para ampla comercializagdo. Contudo, ndo h4 estudos quanto a caracterizacao
de toxicidade hepética e renal na composicdo quimica e bioquimica da molécula,

sendo este, portanto, o objetivo deste trabalho.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Celulose bacteriana (CB)

A celulose (CsH100s) € 0 polimero organico mais abundante na natureza e
forma a base estrutural da parede celular das plantas, sendo produzida também por
outros organismos como fungos, algas e algumas bactérias n&o-patogénicas. E
formada por uma cadeia linear ndo ramificada de moléculas de glicose unidas por
ligacdo do tipo B-1,4-glicosidicas (ROSS; MAYER; BENZIMAN, 1991; BROWN;
SAXENA; KUDLICKA, 1996; KRAMER et al., 2006; ABBASI-MOAYED;
GOLMOHAMMADI; HORMOZI-NEZHAD, 2018).

Embora compartilhe a mesma formula molecular com a celuloses de plantas,
CB é livre de lignina, hemicelulose e pectina, que estdo normalmente presentes em
celuloses derivados de plantas; assim, a purificacdo de CB é um processo facil e
menos dispendioso (HUNGUND, 2013). A celulose sintetizada por plantas necessita
de processos de purificacdo complexos e caros, sendo a bacteriana mais simples.
Mesmo possuindo a estrutura quimica da celulose vegetal, a CB € um biopolimero
diferenciado, por apresentar fibras de carater nanométrico, sendo o vegetal
micrométrico. Além de apresentar maior pureza, cristalinidade, alto poder de absorgéo
de agua, baixo grau de polimerizacdo e ser biocompativel (BROWN; SAXENA;
KUDLICKA, 1996; DONINI et al., 2010).

Devido a esse didmetro reduzido da fibra, a CB possui uma area superficial
superior a celulose obtida de fontes vegetais e apresenta caracteristicas mecéanicas
excepcionais, com um comportamento de tensdo-deformacédo que se assemelha ao
dos tecidos moles (GUO; CATCHMARK, 2012). A biossintese da CB foi observada
primeiramente em um antigo cha chinés, kombucha, uma bebida fermentada
produzida por uma col6nia simbiotica de bactérias do acido acético e leveduras
incorporadas a uma rede de celulose formado na superficie da bebida (MARSH et al.,
2014).

Algumas explicacdes possiveis da formacdo de celulose por esses
microrganismos séo que a CB é formada como um mecanismo de autodefesa para

proteger as bactérias dos efeitos nocivos da luz UV ou para ajudar as bactérias a
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flutuarem na interface ar-liquido, a fim de garantir o suprimento suficiente de oxigénio
(REINIATI; HRYMAK; MARGARITIS, 2017).

A CB consiste em um filme translucido e gelatinoso, formado por microfibrilas
de celulose entrelacadas de comprimento indefinido, distribuidas em direcGes
aleatorias. A CB é produzida extracelularmente pelas culturas
bacterianas de Gluconacetobacter, Acetobacter, Agrobacterium, Achromobacter, Aer
obacter, Sarcina, Azobacter, Rhizobium, Pseudomonas, Salmonella e Alcaligenes,
além da Zoogloea sp. (PATERSON-BEEDLE et al., 2000; PICHETH et al., 2017), que
€ objetivo do presente estudo.

O rendimento e as propriedades da CB dependem de varios fatores, incluindo
a cepa bacteriana utilizada, a composicdo do meio de cultura e as condicbes
operacionais aplicadas durante o processo de cultivo (AZEREDO et al., 2019). De
acordo com o processo de fermentacéo e as condigcdes empregadas, a CB pode ser
moldado para qualquer forma, tamanho ou espessura e, portanto, pode ser
precisamente adaptado para diversas aplicacdes (CHAWLA et al., 2009). A celulose
bacteriana apresenta caracteristicas importantes que combinam varias propriedades
superficiais e macromoleculares, essenciais para aplicagdes in vitro e in  vivo
(PICHETH et al., 2017). Hoje em dia a CB é aplicada em cosméticos, industria de
alimentos e téxtil. Porém, a mesma ganha maior destaque na area biomédica com a
criacao de bioprodutos como na substituicdo de membrana timpéanica e de dura-mater
(DONINI et al., 2010; SILVEIRA et al., 2016a; LIMA et al., 2017a).

2.2. Producao de biomateriais de celulose bacteriana de diversas marcas

Muitos bioprodutos hoje sdo comercializados possuindo assim uma marca,
apresentando diversas finalidades. Os produtos da BIOFILL®, BIOPROCESS® e
GENGIFLEX® sdo produtos de celulose microbiana (bacteriana) que por muito anos
ja sdo usados na aplicacdes em cirurgias e implantes dentarios (JONAS; FARAH,
1998).

Um estudo descreve a formacao de celulose bacteriana usando Acetobacter

xylinum, criando um substituto vascular que foi patenteado como BASYCP® e foi usado
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nas veias jugulares de 10 ratos ndo mostraram complicagdes como rompimento da

parede arterial, estenose ou trombose (KLEMM et al., 2001).

Relatorios recentes descrevem a capacidade da membrana do CB também
produzida por Acetobacter xylinum, na reparacdo de defeitos da dura-mater
em coelhos, evitam a adesao ao tecido cerebral e geram menor resposta inflamatoria

em comparacao com os substituintes comerciais da dura-mater (XU et al., 2014).

A MEMBRACEL® é uma membrana de celulose cristalina sintetizada pela
bactéria Acetobacter xylinum, usada como substituta temporaria de pele, no
tratamento para queimaduras, Ulceras e lacera¢des promovendo regeneracao rapida
da pele (PICHETH et al., 2017).

BIONEXT® e XCELL®, ambas sintetizadas a partir da bactéria Acetobacter
xylinum, s&o utilizados como curativos para ulceras venosas, queimaduras e
laceracdes, tendo como efeitos os alivios da dor, infec¢ao reduzida e cicatrizagdo mais
rapida (GORGIEVA; TRCEK, 2019).

Os biomateriais produzidos a partir da Zoogloea sp., sintetizadas da
fermentacdo sobre o melago da cana-de-acucar é denominado POLYCELL®, sendo
usando por exemplo em tratamentos de lesé@o (Ulceras) por pressao (OLIVEIRA et al.,
2019).

2.3. Zoogloea sp.

As bactérias do género Zoogloea, gram-negativas, pertencem a familia
Pseudomonadaceae e apresentam células em forma de bastonetes arredondados,
por vezes conicas, com tamanho médio de 1,0 a 1,3 um de diametro por 2,1 a 3,6 um
de comprimento. Esses microrganismos ndo formam esporos e suas células, em
culturas envelhecidas, sdo encapsuladas e podem parecer alongadas. Ja em culturas
novas sdao maéveis, e apresentam um unico flagelo polar. Em meio que contenha sais
organicos sado formados granulos intracelulares de hidroxibutirato. Além disso, um

encadeamento de células do género Zoogloea é raro (UNZ et al., 1984; MELO, 2003).

De forma mais ampla, ambas as espécies, Z. ramigera e Z. filipendula, sdo

encontradas principalmente em aguas organicamente poluidas e em todos os estagios
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de tratamento da agua. Essas espécies foram isoladas de esgotos ou de sistemas de
tratamento de esgotos que empregam meétodos oxidativos, ou seja, sistemas de lodo
ativado, filtros de gotejamento ou lagos de oxidacdo (UNZ et al., 1984, DUGAN,
STONER & PICKRUM 1992, MELO 2003).

As culturas iniciam a formacgéo de flocos e filmes no meio liquido, no estagio
posterior a fase de crescimento exponencial e as células formam uma massa
embebida em uma matriz gelatinosa denominada zoogleia (Figura 1), distinguida por
uma morfologia tipica em forma de arvore e dedos (PELCZAR; CHAN; KRIEG, 1996).

Figura 1. Zoogleias amorfas ramificadas coletadas da superficie de filtros de
gotejamento (PELCZAR; CHAN; KRIEG, 1996).

A preservacdo da Zoogloea pode ser realizada de forma indefinida por
liofilizacdo, uma vez que esta bactéria ndo sobrevive, contudo, a uma refrigeracao
prolongada (MELO 2003).

As colbnias jovens da bactéria ndo sdo pigmentadas e em meio sélido sob
circunstancias atmosféricas normais séo transparentes e puntiformes, podendo medir
de 1 a2 mm de diametro e exibir centros opacos. Sdo aerobicas, podendo apresentar,
porém, crescimento anaerobico em presenca de nitrato, realizando o processo de
desnitrificacdo que consiste na reducdo do nitrato a N2. Para o0 crescimento, a
temperatura ideal é de 28 — 37°C, e o pH 6timo encontra-se entre 7,0 e 7,5. O teste
de oxidase é positivo e 0 de catalase raramente positivo. Muitas cepas sdo urease

positivas e quimiorganotroficas (UNZ et al., 1984).
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2.4. Producdao e caracterizacdo da CB de Zoogloea sp. cultivadas em

melaco de cana-de-agucar

A celulose bacteriana é produzida pela empresa Polimero Para Saude (POLISA
— LTDA), em parceria com a Estacdo Experimental da Cana-de-AclUcar da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (EECC-UFRPE), situadas na cidade de
Carpina, PE, Brasil. A bactéria produtora do polissacarideo é a Zoogloea sp., que é
transferida para um meio esterilizado, consistindo de melaco de cana-de-agucar. As
culturas séo incubadas a 30 °C durante sete dias, formando na interface ar-liquido
uma material semelhante a um gel (Figura 2) (NERIS, 2007; PATERSON-BEEDLE et
al., 2000).

Figura 2.  Aspecto morfolégico da membrana de biopolimero produzido por via

microbiologica, através da bactéria Zoogloea sp. em mosto de melaco de cana-de-

actcar com diferentes dimensdes (NERIS, 2007).

O gel (matriz) é constituido por monossacarideos, sendo eles glicose (87,6%),
xilose (8,6%), manose (0,8%), ribose (1,7%), galactose (0,1%), arabinose (0,4%) e o
acido glucurdnico (0,8%) (Tabela 1) e através dele podem ser produzidos novos
produtos utilizados na medicina como esponja, membranas e filmes (PATERSON-
BEEDLE et al., 2000; CAVALCANTI et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2019).
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Tabela 1. Composicdo de monossacarideos encontrados no gel de biopolimero de

cana-de-acucar.

Monossacarideos Total (%)
Glicose 87,6
Xilose 8,6
Manose 0,8
Ribose 1,7
Galactose 0,1
Arabinose 0,4
Acido glucurénico 0,8

2.5. Testes de biocompatibilidade

A celulose bacteriana € um produto de origem natural e possui uma estrutura
guimica que consiste em acucares polimerizados. Este biopolimero € estavel, seguro

e nao é absorvido pelos tecidos circundantes (PITA et al., 2015; PINTO et al., 2016).

Testes de citotoxidade e biocompatibilidade foram realizados para que o0s
bioprodutos produzidos a partir da CB fossem aplicados em estagio experimental em
animais e humanos. Os primeiros testes foram realizados in vitro por meio de indice
de adeséo, producdo de 6xido nitrico e viabilidade celular de macréfagos alveolares
de ratos e os resultados foram satisfatorios, ndo apresentando resposta toxicas para

as ceélulas (CASTRO et al., 2004).

No estudo de Pita et al. (2015), cujo objetivo foi avaliar a permanéncia do
implante de hidrogel de CB em locais que sofrem os efeitos da gravidade e da
compressao exercida pela acdo muscular, sendo esses 0s espagos subcutaneos da
orelha, nas superficies anterior e posterior da concha; do couro cabeludo, no
periésteo; e na aponeurose muscular do tergco meédio dos lados externo e interno das
coxas de coelhos, através de analise clinica e histologica, sugeriu sua

22



biocompatibilidade quando evidenciou integracéo ao tecido dos animais, indugéo a
remodelacdo tecidual e auséncia de sinais clinicos de toxicidade ou efeitos adversos,
durante os 84 dias de experimento, a exemplo de inchacgo, vermelhid&o, infeccéo ou

eliminacdo de material enxertado.

O fato de nédo ter havido migragao, infeccao ou extrusdo do hidrogel nos sitios
de implante demonstra sua baixa toxicidade e alta biocompatibilidade com os tecidos,
bem como encoraja aprofundamento nas pesquisas utilizando o produto com
finalidade biomaterial, como agente de volume para expansao tecidual. Visto que a
composicdo quimica das propriedades fisicas do hidrogel ndo induz a resposta
imunolégica, ele é considerado um material promissor, com amplo espectro de

aplicacdes nas ciéncias biolégicas (PITA et al. 2015).

Por fim, Pinto et al. (2016) realizaram estudos em ratos Wistar, avaliando quatro
aspectos da CB in vitro e in vivo: toxicidade aguda, com 10 animais recebendo dose
Unica de 2,000mg de CB 0,8%/Kg de peso corporal, pelo método de gavagem, e sendo
observados para identificacdo de mudancas de comportamento ou aparecimento de
sinais clinicos de toxicidade a cada 30 minutos durante as primeiras quatro horas apés
o tratamento, e depois uma vez ao dia por 14 dias consecutivos; citotoxicidade,
avaliada pela liberagcéo de lactato desidrogenase (LDH) no meio de cultura quando
houvesse ruptura de membrana celular das células C3A, apés serem tratadas com
solucbes de CB em concentracdes que variaram de 0,33 pg/mL até 170 pg/mL;
genotoxicidade, com 60 animais divididos em grupos (um controle com veiculo agua;
um controle positivo com ciclofosfamida aplicado por via intraperitoneal em dose Unica
de 25 mg/Kg de peso corporal; dois grupos tratados com doses diarias de até 200mg
de CB 0,8%/Kg de peso corporal durante trés dias consecutivos, um através da
gavagem, e o outro por injecdo intraperitoneal); e os efeitos antigenotoxicos, que
concluiram que, na faixa de doses testadas, a celulose néo foi citotoxica e ainda

atenuou os efeitos genotoxicos e mielotéxicos.

2.6. Estudos da CB de cana-de-aclucar em animais

Nas primeiras pesquisas em cées, foram comparados o0 uso da membrana de

CB com proteses sintéticas utilizadas como remendo nas arterioplastias. Apds os 180
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dias de experimento, insinuou-se que a membrana do biopolimero de cana-de-agucar

constitui-se em um substituto arterial adequado (MARQUES et al., 2007).

Avaliando histologicamente o processo de integracdo do gel da celulose
produzida pela Zoogloea sp. implantado em olhos eviscerados em um estudo
experimental utilizando 36 olhos de 18 coelhos, mostrou que o hidrogel de CB é
biocompativel e foi integrado as oOrbitas (CORDEIRO-BARBOSA et al.,, 2012).

Caracterizacdo da deposicdo de fibras colagenas e potencial litogénico na
bexiga de ratos submetidos a enxerto da CB de cana-de-agucar, conferiu que a este
€ um material com integracdo adequada em bexigas. Sendo sua absorcdo mais lenta
gue a poliglactina e esta associada a menor presenca de calculos apds o enxerto,
havendo maior resposta do tecido inflamatorio (CARVALHO JUNIOR et al., 2012).

Com o objetivo de avaliar hidrogel de CB do melago de cana-de-aclcar como
transportador de proteina morfogenética éssea na reconstrugédo de defeitos 6sseos
criticos em ratos, Medeiros-Junior et al. (2013) conclui que ha maior formacéo de
tecido Osseo, com resultados estatisticamente significantes nos grupos que
associaram gel e membrana de biopolimeros mostrando-se um excelente
transportador de proteinas morfogenéticas Osseas, provavelmente facilitando a
liberacdo controlada dessas proteinas no processo de reparo 0sseo.

Na sua apresentacao de filme esponjoso a membrana celulésica foi utilizada
como curativo para tratamento de estomatite aftosa em coelhos, foi eficaz como
barreira mecanica e pode ser utilizado como auxiliar no tratamento sintoméatico e na
cicatrizagéo das lesdes ulcerativas da mucosa oral, associadas ao seu baixo custo,
compatibilidade e facilidade de tratamento (TEIXEIRA et al., 2014).

Ja Albuquerque et al. (2015) afirmaram a partir do exame macroscopico no
tecido osteocondral de coelhos, reparado com a celulose bacteriana de cana-de-
acucar, a superficie articular apresentou cicatrizacdo, coloracdo, consisténcia e
continuidade semelhantes ao tecido formado em defeitos osteocondrais curados
naturalmente no grupo controle.

Objetivando analisar a eficacia do hidrogel de celulose bacteriana como
barreira mecénica para reduzir reacdes inflamatorias, fibrose e formacao de adeséo
nas estruturas intra-abdominais e comparando seus resultados com o uso de uma
barreira de celulose regenerada oxidada (ORC) e usando um grupo salino, foi definido

gue o hidrogel de celulose bacteriana € eficaz como barreira bio-reabsorvivel e é
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capaz de impedir aderéncias peritoneais pos-operatérias (COELHO JUNIOR et al.,
2015).

Com estudos de defeitos criticos na calota craniana em ratos Wistar, Abreu et
al. (2016) concluiram que houve cura no periodo pés-operatério sem intercorréncias
para todos os animais do estudo. Além disso, sugeriu que a CB granulada parece
oferecer a mesma biocompatibilidade apresentada em estudos anteriores, uma vez
gue néo foram encontradas complicacdes (reacdes inflamatorias ou alérgicas).

Uma pesquisa com objetivo de usar malhas fabricadas a partir de celulose
bacteriana e avaliar sua interagdo com os tecidos organicos e comparar com uma
protese expandida de politetrafluoretileno (PTFE) usada para reparar defeitos agudos
do aponeurdtico muscular induzido em ratos, Silveira et al. (2016b) concluiram que
houve integracdo bioldgica e elasticidade biomecénica da CB; achando que essa
opcéao deve ser considerada como um novo biomaterial alternativo para uso como uma

prétese bioldgica.

Em um estudo translacional, Maia et al. (2018) utilizaram a CB para reforgar a
anastomose uretrovesical em coelhos concluindo que a auséncia de extrusao,
estenose ou fistula urinaria apos 14 semanas de anastomose uretrovesical demonstra
biocompatibilidade e biointegracdo da membrana exopolissacaridica celulésica com

tendéncia a uma parede mais espessa.

Outro estudo, também no sistema urinério, porém de ratas, trata de um
experimento, com a utilizacdo de silicone, onde a CB induziu o aparecimento
fibroblastos na area de implante, mantendo o equilibrio com a intensa deposicdo de
coldgeno, sem tendéncia a encapsulacdo. J4 no grupo que recebeu apenas CB, a
vasculogénese foi significativa. Ao mesmo tempo, a quantidade de colageno foi
moderada, com presenca de fibras coldgenas maduras, além de incontaveis infiltrados
de fibroblastos em volta da celulose residual. Assim, a analise das diferentes fases de
incorporagdo da CB ao tecido evidenciou, além do alto nivel de integracgéo,
espessamento da parede uretral, promovendo o remodelamento e o fortalecimento do
tecido com base nos resultados morfométricos e histologicos. Esta pesquisa busca
prevenir danos uretrais e, pela CB ser um produto natural, obtido de fontes renovaveis
de baixo custo, pode ser considerado como material para futuro uso na area da
urologia (LIMA et al., 2017b).
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Recentemente, com o propdésito de avaliar os efeitos do hidrogel de celulose
bacteriana nas pressdes de repouso anorretais em ratos submetidos a lesdo de
esfincter anal, 39 animais foram analisados apés setenta dias e os dados sugeriram
gue o hidrogel pode ser usado futuramente como agente de preenchimento para
incontinéncia fecal em ensaios clinicos (CAVALCANTE et al., 2018).

2.7. Eficacia do CB de Cana-de-acucar em humanos

ApoOs sua eficdcia mostrada em animais, estudos em humanos comegaram a
ser realizados com as diversas apresentacdes da celulose bacteriana, filmes,
membranas e gel. Um estudo utilizando a membrana de CB em cirurgias de
hipospéadias, afirma que é uma alternativa promissora para o tratamento de criancas
e adolescentes submetidos a cirurgia genital (Figura 3). Sendo sua principal vantagem
a possibilidade de vérias lavagens ao longo do dia sem a necessidade de qualquer
outra manipulacédo (MARTINS et al., 2013).
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Figura 3. A. Pelicula de poliuretano moldada ao eixo peniano. B. Pelicula de

biopolimero de cana-de-acgucar moldada ao eixo peniano (MARTINS et al., 2013).

Em um estudo randomizado utilizando a CB como Tratamento da perfuracao
da membrana timpanica, mostrou que seu USO COmMoO enxerto promoveu a regeneracao
do timpano, mostrando-se uma opcéo inovadora, segura, eficaz e minimamente
invasiva (SILVEIRA et al., 2016a).

Algumas pesquisas com a CB se concentram no seu efeito cicatrizante em
feridas cutaneas. A membrana de CB foi usada como curativo para o tratamento de
Ulceras varicosas dos membros inferiores, permitindo observar que a membrana de
celulose bacteriana possui as propriedades ideais como curativo, para manter a
umidade no leito da ferida, absorver o excesso de exsudatos, limitar processos
infecciosos e proteger a lesdo contra trauma mecanico (CAVALCANTI et al., 2017)
(Figura 4).
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Figura 4. Ulcera varicosa, apds 120 dias. Tecido de granulacéo presente, mais em A

do que em B (seta verde), tecido epitelial mais leve do que tecido circundante (ou seja,
cor rosa) (circulo preto) e bordas epitelizadas (seta preta) (CAVALCANTI et al., 2017).

Estudos atuais com proposta de monitorar a evolugédo do processo cicatricial
das lesbes por pressdao (LP) (Figura 5) em pacientes hospitalizados em
Unidades de Terapia Intensiva (UTI), a partir da aplicacdo da cobertura de CB, relata
gue a esta funciona como barreira fisica e é indutor do remodelamento tecidual
(OLIVEIRA et al., 2019).
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Figura 5. Les&o por pressao (LP). Localizacdo Sacral, presenca de tecido fibrinoso
desvitalizado (seta preta), melhora no tecido de granulagdo (seta amarela) (OLIVEIRA
et al., 2019).

Pesquisa estudam wusar futuramente em humanos, uma unha que foi
produzida a partir da celulose bacteriana que tem propriedades viscoelasticas e é
estavel em concentracdes a 0,6% e 0,8%, esperando manter o formato, auxiliar a
recuperagdo e evitar a aderéncias entre a cuticula e o leito ungueal (PINTO;
OLIVEIRA, 2019).

29



3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Analisar a presenca de efeitos adversos locais e sistémicos, sendo eles
vermelhiddo, inchaco, infeccédo e eliminacdo de material enxertado, do hidrogel
de celulose bacteriana a 0,8%, sintetizada a partir da bactéria Zoogloea sp. sobre
um meio de cultura consistido em melaco de cana-de-agUcar, apés o implante
sob a pele (administracdo subcutanea) ou injecdo na cavidade peritoneal de

ratos Wistar.

3.2. Especificos
e Avaliar os efeitos toxicolégicos através dos sinais clinicos de toxicidade;
e Avaliar as atividades de biomarcadores de lesdo hepética no soro
sanguineo;
e Analisar através da histomorfometria os efeitos locais na pele e sitémico
no rim;
e Analisar quimicamente por espectroscopia e anéalise elementar a celulose

bacteriana.
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RESUMO

Um hidrogel de celulose bacteriana a 0,8%, biopolimero produzido a partir do melago de
cana-de-acUcar e sintetizado a partir de bactéria Zoogloea sp., foi analisado quanto a sua
composicdo e testado por duas vias de administracao, subcutanea e intraperitoneal, para
esclarecer os efeitos adversos locais e sistémicos apds implante na pele de ratos Wistar
(24 machos, 24 fémeas, 55 dias de idade). A analise de duas amostras (S1 e S2) de filmes
CB indica carbono (S1, 42,94%; S2, 43,43%), hidrogénio (S1, 6,73%; S2, 6,76%),
nitrogénio (S1, 0,28%, S2, 0,23%) e oxigénio (S1, 50,05%, S2, 49,58%). Nenhum
comportamento anormal, sinais clinicos de toxicidade cronica ou inflama¢do foram
observados. Ndo houve alteracdo nos niveis de biomarcadores de lesdo hepatica (ALT,
AST e ALP), na histologia renal, onde se fez avaliagdo a procura de sinais de leséo celular
tubular, dano glomerular ou vascular, nem na morfometria renal, onde foram
quantificados os corpusculos renais e a area do espago capsular. Assim, a auséncia de
sinais e sintomas de toxicidade sugere que inje¢cdes subcutaneas ou intraperitoneais desses
polimeros possam ser utilizadas em situacdes clinicas.

Palavras-chave: Ratos Wistar; celulose bacteriana; rim; figado; pele; toxicidade;
citotoxicidade; exopolissacarideo; toxicidade local.
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ABSTRACT

A hydrogel of bacterial cellulose of 0.8%, biopolymer produced from sugarcane molasses
and synthesized from a bacteria called Zoogloea sp., was analyzed for its composition
and tested by two routes of administration, subcutaneous and intraperitoneal, to clarify
the local and systemic adverse effects after skin implantation in Wistar rats (24 males, 24
females, 55 days old). Analysis of two samples (S1 and S2) of BC films indicates carbon
(S1, 42.94%; S2, 43.43%), hydrogen (S1, 6.73%; S2, 6.76%), nitrogen (S1, 0.28%, S2,
0.23%) and oxygen (S1, 50.05%, S2, 49.58%). No abnormal behavior, clinical signs of
chronic toxicity or inflammation were observed. There was no change in liver injury
biomarker levels (ALT, AST and ALP), as well as in renal histology, where it was
evaluated to signs of tubular cell injury, glomerular or vascular damage, and renal
morphometry, in which it was quantified the number of renal corpuscles, the number of
cells per glomerulus and the capsular space area. Thus, the absence of signs and
symptoms of toxicity suggests that subcutaneous or intraperitoneal injections of these
polymers may be used in clinical situations.

Keywords: Wistar rats; bacterial cellulose; kidney; liver; skin; toxicity; cytotoxicity;
exopolysaccharide; local toxicity.

1. Introducao

Polissacarideos sintetizados por bactérias tém propriedades adequadas para
aplicacbes biomédicas (alto grau de pureza, biodegradabilidade, elasticidade e
flexibilidade) (Fragoso et al., 2014; Silveira et al., 2016; Gongalves-Pimentel et al.,
2018).

A biocompatibilidade e a falta de citotoxicidade desse biopolimero em testes
preliminares, aliadas aos seus custos de producdo relativamente baixos, levaram a
pesquisas sobre as possiveis aplicagbes médicas desse novo e promissor
biomaterial (Lucena et al., 2015; Pinto et al., 2016; Donini et al., 2018).

Estudos experimentais e clinicos sugeriram que o hidrogel de celulose bacteriana
(CB) da cana-de-agucar é um biomaterial Gtil para uma variedade de procedimentos
cirtrgicos, como correcdo de hipospadias, dentre outros usos na cirurgia uroldgica
(Martins et al., 2013; Lima et al., 2015; Lucena et al., 2015), tratamento de incontinéncia
fecal ap6s trauma anal (Cavalcante et al., 2018), tratamento de olhos eviscerados

(Cordeiro-Barbosa et al., 2012), reparo da perfuracdo da membrana timpanica (Silveira et
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al., 2016), procedimentos de cirurgia vascular (Barros-Marques et al., 2012), cirurgia
ortopédica (Albuquerque et al., 2011) e neurocirurgia (Lima et al., 2017).

Embora estudos preliminares indiqguem que a CB apresenta uma baixa toxicidade
aguda e ndo tem efeitos genotoxicos e citotdxicos (Castro et al., 2004; Pinto et al., 2016),
sd0 necessarios estudos adicionais de seguranca ndo-clinica antes de realizar uma deciséo
de iniciar os ensaios clinicos e solicitar a aprovagdo de marketing dos produtos da CB.

Assim, neste estudo, o biopolimero testado foi o exopolissacarideo de celulose
bacteriana produzido a partir do melago da cana-de-agucar, sintetizado da bactéria
Zoogloea sp. Para isso, um estudo de seguranca ndo-clinica foi realizado para lancar luz
sobre os efeitos adversos locais e sistémicos do hidrogel de celulose bacteriana a 0,8%
apos a implantacdo sob a pele (administragdo subcutdnea) ou injecdo na cavidade

peritoneal de ratos Wistar.

2. Material e métodos
2.1. A celulose bacteriana

O hidrogel de celulose bacteriana (CB) a 0,8% foi produzido por fermentacao
bacteriana do melaco de cana-de-acucar. O hidrogel foi fabricado pela
POLISA Biopolimeros para a Saude, localizada na Estacdo Experimental de Cana-de-
Aclcar da Universidade Federal Rural de Pernambuco (EECC/UFRPE). Seringas
hipodérmicas descartaveis contendo o hidrogel de CB a 0,8% pronto para uso foram
fornecidas como unidades Unicas embaladas e seladas com fita de papel cirdrgica,
esterilizada por irradiacdo gama de 25kGy no Laboratério de Metrologia do
Departamento de Energia Nuclear da Universidade Federal de Pernambuco

(UFPE). Também foram produzidas duas amostras (S1 e S2) de filmes de CB.

2.2. Animais
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Ratos Wistar (24 machos, 24 fémeas, 55 dias de idade) do criadouro da Fundacao
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ-RJ) foram utilizados no experimento. Na chegada as
instalacdes do laboratorio, os ratos foram alojados em gaiolas plasticas padrdo com
tampas de cobertura de aco inoxidavel e forradas com maravalha, e mantidos em
condic¢Bes ambientais controladas (22 £ 0,5 °C, fotoperiodo de 12 horas com luzes acesas
das 8:00 as 20:00; 55-70% de umidade relativa do ar e alteragcdes controladas da
ventilagdo ambiente). Uma dieta comercial peletizada para roedores de laboratorio
(Labina®, Purina®) e 4gua da torneira filtrada foram disponibilizadas ad libitum durante
todo o experimento.

Os ratos foram tratados de acordo com a legislacdo de Bem-Estar e Protegdo
Animal Brasileira, e internacional Guide for Care and Use of Laboratory Animals, 8t
edition, 2011, of the US National Institutes of Health (Guia para Cuidado e Uso de
Animais de Laboratdrio, 8 edicdo, 2011, dos Institutos Nacionais de Saude dos Estados
Unidos), além das diretrizes nacionais para o cuidado e uso de animais de laboratério para
pesquisa cientifica. O projeto de pesquisa foi aprovado (Licenca LW-3/15) pelo Comité

de Etica em Uso de Animais da Fundag&o Oswaldo Cruz (CEUA-FIOCRUZ).

2.3. Desenho do estudo

Os ratos foram alocados aleatoriamente em trés grupos experimentais mostrados
na Fig.1. No experimento dia 1 (D1), um grupo de ratos (9% e 93) recebeu uma Unica
injecdo subcutanea de CB (200 mg/Kg de peso corporal (pc), 4 mL/Kg/PC), enquanto
para um segundo grupo (99 e 92) foi administrada dose Gnica de CB (200 mg/Kg pc, 4
mL/Kg pc) pela via intraperitoneal (IP). Um terceiro grupo (controle) (6% e 643) foi

tratado com uma Unica injecédo intraperitoneal de solucdo de NaCl a 0,9% (4 mL/kg pc).
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Fig.1. Diagrama ilustrativo do desenho do estudo.

A partir do segundo dia (D2) até ao vigésimo dia (D20) apds o tratamento, todos 0s
ratos foram pesados diariamente e examinados quanto a sinais e sintomas de toxicidade
clinica. No 20° dia (D20), depois do exame clinico e procedimento de pesagem, os ratos
foram anestesiados com a inalagdo de CO», e uma amostra de sangue (500 pL) foi feita
por puncdo cardiaca, imediatamente antes da eutanadsia por decapitacdo. Apds a
coagulacdo do sangue, o soro foi separado por centrifugagéo, transferido para frascos
Eppendorf, congelado e armazenado a -20 °C até uso posterior.

Os ratos foram submetidos a laparotomia e os 6érgdos da cavidade peritoneal,
abdominal e toracica foram examinados quanto a achados patoldgicos macroscopicos. O
figado, 0 bago e os rins foram removidos, pesados e fixados em uma solucdo de formalina

tamponada a 10%. Um fragmento da pele e do tecido subcutaneo do local onde a CB foi
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implantada também foi excisado e fixado em solucéo de formalina tamponada a 10% para

posterior avaliacdo histopatologica.

2.4. Avaliacao toxicoldgica

Todas as gaiolas dos ratos foram inspecionadas uma vez ao dia para detectar
qualquer anormalidade comportamental e sinais clinicos de toxicidade, como hipo ou
hiperatividade, piloerecdo, vocalizacdo, perda de pelo, lacrimacéo, letargia, epistaxe,

diarreia e outros.

2.4.1. Determinacdo de biomarcadores de lesdo hepatica no soro sanguineo

As atividades de alanina (ALT) e aspartato (AST) aminotransferase e fosfatase
alcalina (ALP) foram determinadas por meétodo colorimétrico, utilizando um kit
comercialmente disponivel (Laborclin®, Pinhais, PR, Brasil), conforme relatado por
outros autores (Reitman & Frankel, 1957). A absorvancia foi medida a 505 nm
em um leitor de espectrofotbmetro de microplacas (Biochrom EZRead 2000) e os

resultados foram expressos em UI/L.

2.4.2. Histopatologia

Apos fixacdo em solugdo de formalina tamponada a 10%, as amostras de tecido
foram processadas segundo procedimentos histotécnicos utilizados rotineiramente pelo
Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE). As amostras de tecido foram embebidas em blocos de parafina,
seccionados (cortes com 4 um de espessura), montados em laminas e corados com

picrosirius. As laminas foram examinadas ao microscopio Optico por patologistas que
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desconheciam o tratamento recebido pelos animais (avaliacdo as cegas) e o diagnostico
foi confirmado por um segundo avaliador, também cego ao tratamento.

A anélise histologica da pele retirada do local da injecdo avaliou a localizacdo e a
continuidade (homogeneidade) do implante subcutaneo de CB, a resposta inflamatdria, o
infiltrado celular (células polimorfonucleares, linfécitos e células gigantes
multinucleares), a presenca de fibroblastos e a ocorréncia de neovascularizagcdo. Com
base no percentual de células e novos vasos dentro do implante de CB, as laminas da pele
foram pontuadas da seguinte forma: 0 ou Auséncia (0-5%), | ou leve (5-25%), Il ou
moderado (25-50%) e Il para os achados mais intensos (>50%).

A morfometria das laminas de tecido renal foi realizada sob um microscépio
optico Zeiss®, usando um software ImageJ® (Image Processing and Analysis in Java -
1:446 ImageJ, National Institutes of Health, EUA). Foram quantificados os corpusculos
renais e a area do espaco capsular (ou espaco de Bowman). A area do espago capsular

renal foi a area da capsula de Bowman menos a area do glomérulo.

2.4.3. Andlise quimica de CB

Amostras de hidrogel de celulose bacteriana foram analisados por espectroscopia
por ressonancia magnética nuclear (RMN-1H) enquanto filmes de CB foram submetidos
a analise elementar. Os espectros RMN-1H foram realizados utilizando o espectrémetro
Varian Unity Plus®, operando a 300 MHz, utilizando D,O como solvente. Foram
utilizados pulso de RF de 45°, tempo de aquisicdo h igual a 2,55s, tempo de pré-saturacao
igual a 2,00s e 128 repetigdes. A anélise elementar foi realizada em duplicata, usando um
Perkin Elmer 2400 CHNS/O Série 11 System®. A porcentagem de massa de carbono,
hidrogénio, nitrogénio e enxofre foi determinada e o conteldo de oxigénio foi a
diferenca. N&o foi possivel fazer uma analise elementar confiavel do hidrogel, visto que

seu peso (e teor de 4gua) ndo era constante durante a analise.
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2.5. Analise estatistica

Os dados foram analisados por analise de variancia unidirecional (ANOVA) e
teste post hoc de Bonferroni. As proporcdes foram comparadas pelo teste exato de
Fisher. De qualquer forma, uma diferenca foi considerada significativa quando
p < 0,05. Os calculos estatisticos foram realizados no software GraphPad Prism® verséo

3.0.

3. Resultados
3.1. Anélise Quimica

A analise elementar de duas amostras (S1 e S2) de filmes de CB indicou que este
biomaterial possui carbono (S1 42,94%; S2 43,43%), hidrogénio (S1 6,73%; S2 6,76%),
nitrogénio (S1 0,28%; S2 0,23%) e oxigénio (S1 50,05%; S2 49,58%). Essa composi¢do
elementar proporcional, exceto por um pequeno contetdo de nitrogénio, corresponde a
esperada para carboidratos, cuja formula minima é (CH20), onde né o nimero de
unidades de carbono. RMN-1H espectros do hidrogel de CB detectaram um unico sinal

intenso em &, 4,72 ppm, que pode ser atribuida a presenca de agua e grupos hidroxila.

3.2. Efeitos sistémicos das inje¢des subcutaneas e intraperitoneais de CB

No 20° dia pos-tratamento, o peso do corpo dos ratos machos e fémeas que
receberam dose Unica (200 mg/kg pc) por injecdo subcutanea ou intraperitoneal de CB
nédo diferiu de machos e fémeas do grupo de controle tratado com solucéo salina (Tabela
1). O ganho de peso corporal do dia 1 ao 20 do tratamento (D1-D20) também n&o diferiu
entre 0s grupos injetados com CB e o grupo controle; no entanto, um aumento maior ndo
significativo do peso corporal foi observado entre os machos tratados pela via subcutanea

(Tabela 1). Nenhum comportamento anormal e nenhum sinal clinico de toxicidade foram
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observados entre os ratos injetados com CB por uma das duas vias parentéricas em
qualquer um dos 20 dias do periodo de observacdo. Além disso, as inje¢fes subcutaneas
ou intraperitoneais de CB ndo alteraram os pesos do figado, rins e bago (Tabela 1), nem
aumentaram os niveis de biomarcadores de lesdo hepética, como atividades da alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) ou fosfatase alcalina (ALP)

no soro sanguineo no D20 (Fig.2).
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Fig.2. Auséncia de efeitos de uma Unica injecdo subcutanea (n=9M, 9F) ou
intraperitoneal (n = 9M, 9F) de hidrogel de CB (200 mg/Kg pc) em biomarcadores sericos
de toxicidade hepética, medidos 20 dias ap0s o tratamento. As alturas das barras do
histograma representam alteracfes nas dobras (média £ DP) das atividades de alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase e fosfatase alcalina (ALP) no soro
sanguineo. Os ratos de controle (n = 6M, 6F) receberam uma injecdo IP de solucédo de
NaCl a 0,9% (4 mL/Kg pc). Atividade média do grupo controle = 1. As diferencas néo
foram significativas (ANOVA p > 0,05). Ratos M = machos; F = fémeas.
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Tabela 1. Efeitos de injecdo Unica de hidrogel de CB (200 mg/Kg de peso corporal) sob a pele (CB-SC) ou na cavidade peritoneal (CB-1P)
no ganho de peso corporal e no érgdo (figado, rins, baco) no dia 20 pds-tratamento. Os ratos do grupo controle receberam uma injecéo
intraperitoneal de solucdo de NaCl a 0,9% (IP salino, 4 mL/Kg de peso corporal) no 1° dia de tratamento.

Ganho de peso

Grupos Sexo N O peso corporal no corporal pos- Peso do Peso dos rins (g) Peso do baco
20° dia (g) tratamento figado (g) (9)
(dia20-dial) (9) Direito Esquerdo

CB-SC F 9 194,8+16,0 194,8+16,0 8,1+1,1 8,1+1,1 0,8+0,1 0,8+0,1
M 9 310,0 £ 24,3 86,6 + 10,5 118+10 12+0,1 1,2+£0,1 09+0,.2
CB-IP F 9 183,8 + 14,2 40,8 +6,9 7,3£1,0 08+0,1 0,8+£0,0 06+0,1
M 9 292,4 +18,3 73,8 8,6 105+15 12+£0,1 1,2+£0,1 0,8+£0,2
IP salino F 6 2418+ 11,7 38,4 +8,7 7,1+£0,8 0,8+£0,1 0,8+£0,0 0,7£0,1
M 6 2947 + 21,6 75,8+8,9 98121 1,1+0,1 1,3+04 08+0,1

Os dados sdao médias £ DP. CB-SC, celulose bacteriana subcutanea; CB-1P, Celulose bacteriana - intraperitoneal. Peso corporal e peso dos
orgaos (figado, rim esquerdo, rim direito e ba¢o): para compara¢des dentro do mesmo sexo (M , machos ou F, fémeas), a analise estatistica
(ANOVA e teste post hoc de Bonferroni) ndo encontrou diferencas (P > 0,05) entre os grupos de tratamento (CB-SC, CB-IP ou IP salino).
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3.3. Analise Histopatoldgica
3.3.1. Exame dos rins

O exame das laminas de tecido renal ndo revelou sinais de lesdo celular tubular,

dano glomerular ou vascular ou qualquer outra anormalidade associada ao tratamento

com CB (Fig.3).

‘‘‘‘‘

" : S PR R R § W . At 1
Fig.3. Fotomicrografias de secGes do tecido renal (dia 20 apds o tratamento) de ratos
tratados com uma Unica injecdo subcutanea ou intraperitoneal de CB (200 mg/Kg pc) em
D1.AeB-Nao foram notadas alteracbes histologicas toxicologicamente
significativas. Coloracéo HE.

Na mesma linha, a analise morfométrica das laminas de tecido renal ndo mostrou
efeito adverso relacionado ao tratamento sobre o numero médio de corpusculos renais e

a area da capsula de Bowman, area do glomérulo e area do espaco capsular (Tabela 2).
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Tabela 2. Analise morfométrica dos corpusculos renais de ratos controle (solugdo de NaCl a 0,9%, IP salino, 4 mL/Kg pc/ip)
e de ratos injetados com hidrogel CB (200 mg/Kg pc) sob a pele (CB-SC) ou na cavidade peritoneal (CB-IP). Os rins foram
removidos 20 dias ap0s o tratamento e as se¢Oes de tecido foram coradas com HE.

Areadacapsula  ; Espaco NUmero médio de
d Area glomerular lars 1seul ;
Grupos Sexo N e Bowman (um?) capsular corpUsculos rer1a|s por
(Um?) (um?) unidade de area

CB-SC F 9 76+10 58+0,8 1,8+0,3 15,2+4.8
M 9 85+0,9 6,5+0,6 19+0/4 129+35
F+M 18 8,1+24 6,2+0,8 1,8+0,3 140+4.4
CB-IP F 9 75+0,7 59+0,6 1,6+0,2 139+48
M 9 8,8+0,8 6,8+0,5 20+0,3 11,0+5,1
F+M 18 8,1+1,0 6,3+0,7 1,8+0,3 124 +52
IP salino F 6 7,3+0,7 55+0,6 1,7+0,2 146+4,0
M 6 8,9+0,7 7,0+0,8 1,9+0,2 142 +3,2
F+M 12 8,1+11 6,3+0,9 1,8+0,2 14,4+ 3,6

Os dados sdo médias + DP.N, nudmero; CB-SC, «celulose bacteriana subcutanea; CB-IP, celulose

bacteriana intraperitoneal. = Espaco capsular ou Bowman. Para comparagdes dentro do mesmo sexo (M, machos ou F,
fémeas), a andlise estatistica (ANOVA e teste post hoc de Bonferroni) ndo encontrou diferencas (P > 0,05) entre 0s grupos

de tratamento (CB-SC, CB-IP ou Salina IP).
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3.3.2. Histopatologia do tecido subcutaneo no local de implantacdo da CB

Nos ratos machos e fémeas tratados, oito dos nove implantes de hidrogel CB
foram encontrados imediatamente abaixo da camada de derme da pele, ou seja, no espaco

intersticial entre o tecido subcutaneo e a fascia muscular (Fig.4).

Fig.4. Fotomicrografia da pele no 20°dia p6s- |mplanta(;ao de CB em ratos. A - Implante
CB (asterisco) imediatamente abaixo da camada da derme (seta longa). B -
Neovascularizacdo (setas curtas) e fibroblastos (pontas de setas). Coloracgao Picrosirius.

E plausivel pensar que nos dois animais restantes (um macho e uma fémea) o
hidrogel de CB implantado foi completamente absorvido antes do 20° dia do experimento
(dia da eutanésia). O exame histoldgico também revelou que o gel de CB implantado era
continuo (homogéneo) em oito machos e fragmentado em outro, e continuo em oito
fémeas (Tabela 3). Uma leve resposta inflamatdria estava presente em todos os oito
machos e fémeas (100%) nos quais os implantes de CB estavam localizados sob a pele,
enquanto os fibroblastos estavam ausentes em quatro (62,5%) machos e uma fémea
(12,5%). Néao foram encontradas células mononucleares gigantes em seis machos (75%)
e trés fémeas (77,5%), enquanto quatro fémeas exibiram uma classificacéo leve (5-25%)
e uma fémea teve classificagio moderada (25-50%) para predominancia de células

mononucleares gigantes (Tabela 3).
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O implante de hidrogel de CB sob a pele levou a formacdo de novos vasos
(neovascularizacdo) na area do implante em 5 machos (62,5%) e 7 fémeas (87,5%), cuja
intensidade variou de leve a intensa (25%) entre os machos, e de leve (25%) a intensa

(37,5%) nas fémeas (Tabela 3).
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Tabela 3. Principais achados do exame histopatoldgico da pele no local da injecdo CB-SC (200 mg/Kg pc) em 9 ratos fémeas e 9
machos.

Parametro Fémeas Machos
Identificacdo de um implante de CB sob a pele Presente 8 (88,9%) 8 (88,9%)
Ausente 1(11,1) 1(11,1)
Continuidade (homogeneidade) Continuo 7 (77,8%) 8 (88,9%)
Fragmentado 1(11,1%) 0 (0%)
Ausente 1(11,1%) 1(11,1%)
Células Multinucleares Gigantes (GMN) Ausente (0%) 3 (37,5%) 6 (75,0%)
Ligeiro (0-5%) 4 (50,0%) 2 (25,0%)
Leve (25-50%) 1 (12,5%) 0 (0%)
Intenso (> 50%) 0 (0%) 0 (0%)
Resposta inflamatoria Ausente (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Ligeiro (0-5%) 8 (100%) 8 (100%)
Leve (25-50%) 0 (0%) 0 (0%)
Intenso (> 50%) 0 (0%) 0 (0%)
Presenca de fibroblastos Ausente (0%) 1 (12,5%) 5 (62,5%)
Ligeiro (0-5%) 7 (87,5%) 3 (37,5%)
Leve (25-50%) 0 (0%) 0 (0%)
Intenso (> 50%) 0 (0%) 0 (0%)
Neovascularizacao Ausente (0%) 1 (12,5%) 3 (37,5%)
Ligeiro (0-5%) 2 (25,0%) 0 (0%)
Leve (25-50%) 2 (25,0%) 3 (37,5%)
Intenso (> 50%) 3 (37,5%) 2 (25,0%)

Nota: A resposta inflamatéria, a presenca de fibroblastos e a neovascularizagdo ndo foram visualizadas na regido em que um implante
de CB sob a pele estava ausente (um animal). CB, celulose bacteriana.
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A laparotomia da cavidade peritoneal revelou que o implante de hidrogel ndo
estava presente na cavidade. Ndo foram encontrados sinais flogisticos ou aderéncia do
implante a cavidade. Consequentemente, o tecido intraperitoneal ndo foi excisado e a

avaliacdo histopatoldgica nao foi processada.

4. Discussao

O objetivo deste trabalho foi apresentar os resultados de um conjunto de testes de
seguranca ndo clinicos, incluindo avaliagcdo toxicoldgica, analise histopatologica e
quimica do hidrogel de CB obtida a partir de melaco de cana-de-agucar a 0,8% quando
administrado pelas vias subcutanea e intraperitoneal em ratos Wistar.

A composicdo elementar proporcional, exceto por um pequeno contetdo de
nitrogénio, corresponde a esperada para carboidratos, cuja formula minima é (CH20)n,
onde n é o numero de unidades de carbono. Se os filmes de CB e os hidrogéis de CB (a
partir dos quais os filmes de CB sdo formados) forem constituidos apenas por
polissacarideos a base de glicose, eles deverdo ter uma composicdo proporcional
ligeiramente diferente (ou seja, carbono 40%, hidrogénio 6,7% e oxigénio 53,3%)
(Pavia et al., 2010). Com base nesse pequeno desvio dessa propor¢ado, parece justo pensar
que moléculas poliméricas de carboidratos, além da glicose, também possam estar
presentes nos polissacarideos de CB. O contetdo pequeno, porém, significativo, de
nitrogénio, por outro lado, sugere que as amostras de filmes de CB analisadas também
podem conter uma pequena quantidade de polissacarideos com uma cadeia lateral de
nitrogénio ou outros compostos de nitrogénio.

O hidrogel de CB tem elevado teor de agua e, portanto, o resultado do espectro
RMN-1H na detecgdo de um anico sinal intenso em 4, 4,72 ppm pode ser atribuido a

presenca de agua e grupos hidroxila, sendo consistente com os achados de Pavia et al.
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(2010), que evidenciou hidrogéis a base de polissacarideo contendo varios grupos
hidroxila e alguns grupos metileno.

Nenhum comportamento anormal ou sinal clinico de toxicidade foram observados
entre 0s grupos tratados e o grupo controle, no 20° dia pos-tratamento. Essas injecdes ndo
alteraram os niveis de biomarcadores de lesdo hepatica (AST, ALT e ALP) no soro
sanguineo. Os resultados do exame histopatoldgico e da analise morfométrica dos rins,
portanto, dao suporte a conclusao de que as inje¢des subcutaneas e intraperitoneais de CB
ndo causaram efeitos adversos sistémicos, em conformidade com o previamente relatado
por Pinto et al. (2016), onde a CB também foi segura quando administrada por via oral
em ratos, na dosagem de 2000 mg/Kg de peso corporal em dose Gnica. A CB néo teve
efeito citotdxico e os dados também sugerem que a CB exerce efeito protetor contra a
mielotoxicidade e genotoxicidade induzida por CP.

Os resultados obtidos no presente ensaio sdo consistentes com 0s de estudos
anteriores, realizados por Castro et al. (2004), em que reportou um teste de citotoxicidade
in vitro avaliando a viabilidade celular na membrana bacteriana da celulose pelo teste
colorimétrico MTT (3(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio brometo) e onde os
autores observaram 100% de viabilidade celular no grupo controle; 91,2% em PTFE
(politetrafluoretileno); 43,6% na malha de polipropileno; 95,3% no grupo biopolimero,
demonstrando que a membrana do biopolimero da cana-de-agUcar apresentou alta
biocompatibilidade.

Como demonstrado por Pita et al. (2015) e Pinto et al. (2016), a celulose bacteriana,
um produto de origem natural, possui uma estrutura quimica que consiste em aculcares
polimerizados. Este biopolimero é estavel, seguro e ndo é absorvido pelos tecidos
circundantes. Indo de acordo com esse estudo, o presente trabalho evidenciou implantes

subcutaneos de hidrogel de CB sob a camada dérmica da pele, uma leve resposta
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inflamatoria estava presente e a formacdo de novos vasos (neovascularizacdo) foi
evidenciada na maioria dos animais, sendo esses efeitos também confirmados por estudos
anteriores (Rangel et al., 2006; Carvalho Junior et al., 2012; Cordeiro-Barbosa et al.,
2012; Limaet al., 2015; Pita et al., 2015; Lima et al., 2017; Cavalcante et al., 2018;
Gongalves-Pimentel et al., 2018).

Afim com os resultados do presente estudo, a membrana de celulose bacteriana
também mostrou propriedades adequadas de biocompatibilidade, sem reacdo imune, nem
resposta inflamatoria cronica, além da auséncia de sinais de neurotoxicidade quando
testada para avaliar o reparo de defeitos durais em ratos, de acordo com Lima et al. (2017).

Os estudos de revisdo discutem os principais desenvolvimentos e desafios mais
recentes em relagdo aos hidrogéis a base de celulose bacteriana ou nanocelulose que
foram testados com sucesso. Portanto, o crescente interesse em materiais derivados de
CB estabelece como uma grande promessa a melhoria na qualidade e nas funcionalidades
da atual geracdo de materiais biomédicos. Assim, a diversidade deste material permite o
direcionamento de muitas aplicagdes diferentes (Foresti et al., 2017; Picheth et al., 2017;
Donini et al., 2018; Athukoralalage et al., 2019).

Em sintese, hidrogéis de nanocelulose foram utilizados para cultura de células 3D,
imitando as propriedades da matriz extracelular (MEC) com baixa citotoxicidade. Para
curativos e reparo de cartilagens, os géis de nanocelulose promovem a regeneragdo
celular, fornecendo as propriedades mecénicas necessarias para 0s andaimes da
engenharia de tecidos. O encapsulamento da terapéutica dentro da nanocelulose permite
a entrega direcionada de medicamentos. Atualmente, a veiculagdo de celulose com
peptideos e proteinas permite uma nova geracdo de materiais inteligentes renovaveis
usados em diagndsticos. Por fim, a malha organizada de fibras contidas nos hidrogéis

impulsiona aplicacdes na separacdo de biomoléculas e células, como demonstrado por
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Curvello et al. (2019). No entanto, o hidrogel de celulose bacteriana emergiu como uma
plataforma altamente projetavel para multiplas aplicacdes biomédicas, fornecendo fontes

renovaveis, de seguranca e de baixo custo.

5. Conclus6es

Em conclusdo, a auséncia de efeitos prejudiciais sobre o peso corporal e 0s 6rgaos
(figado, rim e ba¢o) associados a falta de sinais e sintomas de toxicidade clinica indicados
por injecdes subcutaneas ou intraperitoneais de CB ndo causaram efeitos adversos
sisttmicos em ratos. Em contraste com a presenca conspicua de CB remanescente na area
subcutanea do implante, a CB néo foi encontrada na cavidade peritoneal 20 dias apds a
injecdo. Os dados também indicaram que, independentemente da via parenteral utilizada
para aplicacdo da CB, os ratos tratados exibiram um ganho de peso pés-tratamento
semelhante ao do grupo controle e ndo apresentaram anormalidades comportamentais e
sinais clinicos de toxicidade sistémica ou local. Sinais de uma ligeira resposta
inflamatoria, fibrose, e neovascularizacdo foram observadas no tecido subcutaneo no
local de aplicagdo da CB no 20° dia pds-tratamento. No geral, os resultados sao
consistentes com estudos anteriores e sugeriram que a CB tem baixa toxicidade e que seus

usos em procedimentos cirdrgicos Sao seguros.
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