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) RESUMO

Nos ultimos anos, a biotecnologia tem proporcionado avangos no
desenvolvimento de biomateriais a serem utilizados como dispositivos médicos.
Dentre esses dispositivos, podemos destacar aqueles que promovem a reparacao
tecidual e, também, a liberagcado controlada de farmacos. Partindo deste propdsito,
lentes de contato a base de celulose bacteriana (CB) foram desenvolvidas, visando
o efeito curativo e reparativo para doencas da superficie ocular. A adicdo de
ciclodextrinas (CDs) e farmacos, como o ciprofloxacino (CP) e o diclofenaco de s6dio
(DS) a essas lentes proporcionando propriedades terapéuticas e de liberagéo
controlada dos farmacos. No entanto, para certificar-se do uso seguro desses
compositos pela industria de dispositivos médicos, € necessario verificar se n&o
possuem atividade citotoxica, genotdxica e/ou mutagénica.

Sendo assim, a proposta do presente trabalho foi o desenvolvimento de uma
adicéo eficaz de farmacos as lentes de contato de CB, para que sejam liberados de
maneira controlada e, também, a verificacdo de sua biosseguranga. Para essa
verificagdo foram realizados ensaios in vitro de citotoxicidade (ensaio com o kit XTT
e Sobrevivéncia Clonogénica), genotoxicidade (ensaio Cometa) e mutagenicidade
(teste do Micronucleo) com os respectivos. ApoOs a analise estatistica dos resultados
foi possivel verificar que o material CB-CP apresentou efeito citotoxico e os materiais
CB-DS e CB-CD-DS apresentaram efeito citotoxico, genotoxico e mutagénico. Essa
informagéo é fundamental para uma futura utilizagdo segura desse biomaterial pela

industria de dispositivos médicos.
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V-) INTRODUCAO

IV. 1-) Celulose Bacteriana

A celulose € o biopolimero mais abundante no mundo com uma produgao
estimada de 10" toneladas por ano e de grande importancia econémica (Astley et al,
2001). Ela pode ser encontrada em diferentes formas de vida como em plantas
verdes, fungos, protozoarios, e procariontes (Klemm et al., 2001). Sua estrutura
(Figura 1) é constituida por unidades de B-D-glicopiranose unidas por ligagdes

glicosidicas do tipo B-(1—4).

Figura 1: Estrutura linear da Celulose. As linhas pontilhada esquematizam as ligagées de hidrogénio

possiveis. Fonte : http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-46702010000400021

A CB é obtida por meio de rotas de biossintese de alguns géneros de
bactérias como Gluconacetobacter, Rhizobium, Sarcina, Agrobacterium, Alcaligenes.
A forma de obtencg&o da CB a torna livre de impurezas (lignina e hemicelulose) além
de diminuir o custo final do produto. A Gluconacetobacter xylinus (Acetobacter
xylinum) é uma bactéria gram-negativa quimioheterotrofica, que pode ser cultivada
em um meio liquido a partir de varias fontes de carbono e nitrogénio, mas que
basicamente utiliza a glicose. Em um meio de cultura apropriado este microrganismo
produz fibras muito finas de celulose que se entrelagam formando uma manta

(Figura 2a) na interface meio de cultura-ar (Brown et al., 1976; Valla et al., 1989).



A celulose sintetizada pelas bactérias é microcristalina, apresenta capacidade
de absorgdo de agua superior a celulose vegetal, apresenta maior resisténcia
mecanica quando hidratada e também apresenta estrutura formada de microfibrilas
de espessura nanométrica (Klemm et al., 2001) (Figura 2b). Ao contrario de outros
tipos de membrana sintética, a membrana de CB exibe uma alta resisténcia a
corrosdao quimica, € biodegradavel, biocompativel, porosa, e, ainda possui boa
resisténcia mecéanica (Geyer et al., 1994). Além disso, ela possui grande capacidade
de retencdo de liquidos, propriedade importante para aplicacbes médicas e de

engenharia de tecidos (Palsson e Bhatia, 2003).

%
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Figura 2: a) Manta de CB Gmida. Fonte: http://www.msahospitalar.com.br/web/membracel/ b) Imagem de

microscopia eletrénica de varredura da CB (ampliagédo de 10.000x).

A celulose produzida por bactérias € um polimero que tem despertado grande
interesse na area médica e vem sendo estudada para ser utilizada como biomaterial
em diversas aplicagbes da engenharia de tecidos devido as suas propriedades
vantajosas (Fontana et al., 1990; Watanabe et al., 1993; Klemm et al., 2001;
Svensson et al., 2005; Backdahl et al., 2006; Czaja et al., 2006; Helenius et al.,
2006; Backdahl et al., 2008; Rambo et al., 2008; Fink et al., 2010; Zaborowska et al.,

2010; Andrade et al., 2011; De Souza et al., 2011; Fink et al., 2011; Pertile et al.,
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2011; Petersen e Gatenholm, 2011; Recouvreux et al., 2011; Zahedmanesh et al.,
2011; Pertile et al., 2012).

Desde a década de 80, a principal aplicacdo das membranas de celulose quer
sejam hidratadas da forma como saem do meio de cultura, quer sejam secas, tem
sido na substituicdo temporaria da pele e no tratamento de queimaduras e feridas de
dificil cicatrizagdo (Sobrinho, 1989; Moreschi, 1993; Czaja, 2006; Vieira et al. 2007).
Os resultados que se obtém sdo muito interessantes e duas empresas
comercializam estes curativos avangados no Brasil, embora a utilizagdo ainda seja

muito pequena

Membranas de Biocelulose

Membranag biocellulose
ulose membraneg

Membranas de Biocelulose

Membranag biog

G TIT f Figura 3: Curativo comercial de celulose bacteriana.

Fonte:
http://www.dmcgroup.com.br/br/detalheproduto/medica/cirurgia-

de-coluna/materiais-consumiveis/biocel/458

IV. 2-) Lentes de contato terapéuticas

As lentes de contato terapéuticas (LCT) s&o uteis para o tratamento de uma
série de doencas da superficie ocular, como a ceratopatia bolhosa, erosdo
recorrente do epitélio corneano, olho seco e defeitos epiteliais pds-operatorios. Suas

principais finalidades sao: reduzir a exposi¢ao de terminagdes nervosas corneanas,
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e consequentemente, a dor; proteger a coérnea; auxiliar a cicatrizagao epitelial;
restaurar a camara anterior, em ferimentos perfurantes corneanos; e liberar
medicamentos na superficie ocular. Ha uma variedade de tipos e materiais, sendo
que a escolha depende da doenca a ser tratada, tempo de uso e necessidades
fisiolégicas do olho doente (Hui et al., 2008; Boone et al., 2009).

As LCT como vetor para liberagdo de farmacos também tém sido utilizadas
empregando-se diversas substancias na superficie ocular em combinagdo com
antibidticos e/ou anti-inflamatérios em forma de colirios, promovendo o aumento do
tempo de permanéncia dos mesmos no local (Boone, et al. 2009). Para tanto,
pesquisadores tém proposto o uso de lentes de contato como sistema de liberagéo
de farmacos oftalmicos (antibidtico ou antiinflamatério) para aumentar o tempo de
permanéncia dos mesmos na cornea reduzindo os desperdicios e minimizando os
efeitos secundarios (Jain et al., 1988; Mark et al., 1989; Xinming et al., 2008).

Algumas metodologias tém sido estudadas para incorporagdo de
medicamentos utilizando hidrogéis poliméricos para lentes de contato como o
pHEMA (polihidroxetilimetacrilato) com as seguintes finalidades/propriedades: 1.)
absorcao e posterior liberacdo do farmaco; 2.) capacidade de adaptagcédo a cornea
permitindo o carreamento do farmaco seco ou em solugao; 3.) superficie modificada
da lente de contato para imobilizar o farmaco nessa superficie; 4.) contendo ions
ligantes ou marcados molecularmente (Jain et al., 1988). Atualmente o pHEMA tem
sido o polimero de escolha para este tipo de estudo devido ao seu elevado conteudo
de agua que permite a absor¢do de alguns medicamentos pela simples imersédo em
solucdes concentradas ou a direta aplicacdo pelo colirio, e € amplamente utilizado

na preparagédo de LCT na forma carreadora de farmacos, para o tratamento tanto de
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doengas cronicas (glaucoma) quanto agudas (processos inflamatorios) (Jain et al.,

1988; Hiratani e Alvarez-Alonso, 2004; Kapoor e Chauhan, 2008).

IV. 3-) Lentes de CB

Considerando-se suas propriedades terapéuticas, a celulose bacteriana
também tem um grande potencial para aplicagdo como LCT e poderia, a principio,
proteger a cérnea apos um procedimento cirdrgico ou em casos de queimaduras. A
CB ¢é um hidrogel polimérico de alta cristalinidade e boa resisténcia a tracéo,
elasticidade, durabilidade, elevada capacidade de absorgédo e retencdo de agua e
permeabilidade ao oxigénio. Sua eficacia poderia ser otimizada com um sistema de
liberacdo de farmacos, pois a CB € um hidrogel conformacionavel com aplicagbes
médicas relatadas na literatura e de possivel incorporacdo de agentes
antimicrobianos (Barud et al., 2007; Barud et al., 2008).

Para se obter sucesso quanto a propriedade terapéutica da LCT a base de
CB desenvolvida, € necessario que a concentracdo do farmaco a ser liberado na
area infectada ou inflamada seja ideal e pelo periodo suficiente para que sua agéo
seja eficaz.

Em regides pouco vascularizadas como a ocular, quando esta sofre uma
infeccao, tem-se observado que se for administrado um farmaco por via sistémica
este ndo tera uma acéo eficiente no local infectado (Reddy 1996; Pinto-Alphandary,
2000). Assim, os antibioticos ou anti-inflamatorios de uso oftalmolégico devem ser
administrados localmente usando dispositivos adequados (Bechara, 1997; Robert,
2000). O colirio atualmente é a formulagdo mais utilizada. Além disso, sabe-se que a

biodisponibilidade ocular de farmacos que penetram na superficie da cornea limita-
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se de 1 a 10% da dose, devido a intensa drenagem local proporcionado pelo ato de
piscar e pela remogao do farmaco pelo fluido lacrimal (Callegan, 1995). A dosagem
através de colirios é inconsistente e de dificil regulagdo. Portanto, a
biodisponibilidade de farmacos oftalmicos poderia ser melhorada baseando-se em

sistemas de liberagédo de farmacos por meio de lentes de contato gelatinosas.

IV . 4-) Ciclodextrinas

As ciclodextrinas (CDs) sao carboidratos complexos compostos de unidades
de (glicose (a-D-glicopiranose) unidas por ligagdes tipo a-1,4, com estrutura
semelhante a um tronco de cone (Britto et al., 2004). Por modificacdo enzimatica é
possivel obter a ciclizacdo de seis (Alfa Ciclodextrina - aCD), sete (Beta
Ciclodextrina — BCD) ou oito (Gama Ciclodextrina - yCD) unidades de glicose

(Venturini et al., 2008) (Figura 4).
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Figura 4 Estrutura (a) e respectivos volumes da cavidade interna (b) das ciclodextrinas (estruturas a,

,8 e y). Fonte : http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1516-93322005000300002&script=sci_arttext#fig03

Atualmente, sdo encontradas inuUmeras aplicagdes para as CDs na industria
de agroquimicos, fragrancias, alimenticia, farmacéutica, entre outras. Uma das
propriedades mais importantes das CDs € a sua capacidade de formar complexos de
inclusdo com uma grande variedade de moléculas héspedes como farmacos. As
CDs agem principalmente como veiculos de solubilizagdo destes em agua, porque
as substancias apolares estdo no interior do cone, e a interagdo com a agua ocorre
com a parte polar, que fica no exterior do tronco (Loftsson e Masson, 2001) (Figura

5).
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Figura 5: Complexos farmaco-ciclodextrinas.

Fonte: http://www.portaldosfarmacos.ccs.ufrj.br/resenhas_ciclodextrinas.html

As CDs vém desempenhando um importante papel na Quimica Medicinal no
que diz respeito a tecnologia de liberagdo controlada de farmacos, que representa
atualmente uma das fronteiras da ciéncia envolvendo diferentes aspectos
multidisciplinares do conhecimento. Os sistemas de liberagdo, frequentemente
descritos como “drug delivery systems”, oferecem inumeras vantagens quando
comparados a outros de dosagem convencional.

Na industria farmacéutica, as CDs sao utilizadas principalmente para melhorar
a estabilidade e a biodisponibilidade do principio ativo e as suas propriedades
organolépticas, diminuindo o cheiro e o sabor desagradaveis de alguns farmacos,
transformando compostos liquidos em sélidos, diminuindo a volatilidade e evitando
incompatibilidades indesejaveis. As CDs vém sendo empregadas com sucesso na
administracao e liberagao de farmacos por varias vias e/ou locais de administracao,
como oral, vaginal, retal, nasal, oftalmica, pulmonar, dérmica e transdérmica.

Foi proposto o desenvolvimento de uma LCT a base de CB contendo CD e

farmacos (diclofenaco de sodio e ciprofloxacino) incorporados.
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Os farmacos acoplados a CD sado um agente antimicrobiano e/ou um
antiinflamatdrio. Como agente antimicrobiano sera utilizada o CP, um antibidtico de
segunda geracao da familia das quinolonas, de largo espectro, e utilizado na forma
colirio aplicado sobre cérneas abrasionadas ou em tratamentos oftalmicos como
ceratite, conjuntivite ou endoftalmite (Hui et al., 2008). Como agente anti-inflamatorio
sera utilizado o DS. A agregacado de do DS aos sistemas de liberagdo controlada
objetiva facilitar e manter uma continua interacdo farmaco-cérnea, auxiliando na

eficacia e biodisponibilidade do medicamento nos processos inflamatérios teciduais.

IV. 5-) Citotoxicidade, Genotoxicidade e Mutagénicidade

De acordo com Widu et al. 1999, os biomateriais devem apresentar algumas
caracteristicas: ter um comportamento mecanico adequado a fungdo que
desempenha, ser inerte do ponto de vista quimico e biocompativel com o organismo.
De uma forma resumida, pode definir-se um biomaterial compativel como aquele que
nao influencia negativamente o seu ambiente biolégico, ou seja, n&do deverao ser
observadas reagdes toxicas, alérgicas ou carcinogénicas. As propriedades fisicas do
material ndo deverdo ser afetadas durante a sua utilizagdo in vivo. No intuito de
verificar se os materiais apresentam essas propriedades, serao realizados ensaios in
vitro para investigagdo de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade. Em
todos os ensaios, foi utilizada as células CHO-K1 (células de ovario de hamster
chinés).

De acordo com o Orgdo Internacional de Padronizacdo (Internacional
Standard Organization), ISO 10993, o ensaio de citotoxicidade in vitro € o primeiro

teste para avaliar a biocompatibilidade de qualquer material para uso em dispositivos
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médicos. Estes ensaios consistem em colocar o material direta ou indiretamente em
contato com uma cultura de células de mamiferos, verificando-se as alteracdes
celulares por diferentes mecanismos, entre os quais a incorporacdo de corantes
vitais ou a inibicdo da formacao de colbnias celulares. O parametro mais utilizado
para avaliar a toxicidade é a viabilidade celular que pode ser evidenciada com o
auxilio de corantes vitais (Guess et al. 1965; Cruz et al. 1987; Ciapetti et al. 1996;
Rogero et al. 2000, 2003).

A determinacdo da citotoxicidade pode ser realizada por meio de uma
avaliacdo qualitativa ou quantitativa. A avaliagdo qualitativa é realizada pelo exame
microscopico das células para verificagdo de mudangas na morfologia geral. Na
avaliagdo quantitativa o numero de células, quantidade de proteinas, liberagdo de
enzimas, liberacdo ou reducdo de corante vital podem ser quantificados por
espectrofotometria. Um bom método para avaliagao de citotoxicidade é por meio do
kit XTT, o qual quantifica a capacidade da enzima desidrogenase presente na
mitocondria de converter o sal tetrazdlico hidrossoluvel XTT (cor amarela) em
compostos de formazana (cor laranja) (Figura 6) por meio de quantificagdo em

espectrofotdmetro (Mendonga et al., 2012).
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Sal Tetrazolico
(x7T)

Composto Formazan

Figura 6: conversao do sal tetrazoélico hidrossoltivel XTT (cor amarela) em compostos formazan (cor

laranja). Fonte : https://www.biosynth.com/index.asp?topic_id=214&g=19&m=285

Outro método, também quantitativo, seria o Ensaio de Sobrevivéncia
Clonogénica, que permite a avaliagdo da capacidade das células formarem col6nias
Esse ensaio detecta as células que mantém a capacidade de gerar um numero
consideravel de células filhas apés um tratamento que induz morte associada a
divisdo celular (Franken et al., 2006).

Genotoxicidade é definida como o potencial que uma substancia tem de
reagir com o DNA da célula. Isso pode ocasionar quebras de fita simples e/ou dupla
do DNA, que, caso sejam reparadas por enzimas endogenas de reparo do DNA, diz-
se que a substancia que gerou tais alteragdes no DNA tem efeito genotdxico. Caso

as alteragcdes no DNA de uma célula ndo sejam passiveis de reparagao, elas séo
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transmitidas de modo estavel as células filhas no processo de divisdo celular, assim,
a substancia que causou esse efeito € chamada mutagénica (Gontijo e Tice, 2003).

Testes de curta duragdo sao amplamente utilizados na detecgdo de agentes
mutagénicos (Kuroda et al., 1992). Dentre esses testes, destacam-se a cultura de
células de mamiferos in vitro, como a cultura de linfécitos de sangue periférico
humano, as linhagens celulares provenientes de hamster Chinés, como por exemplo,
as células CHO (células de ovario de hamster chinés) e células V79 (fibroblastos de
pulmao) (Takahashi, 2003). A linhagem celular CHO tem sido amplamente usada
para estudos que avaliam citotoxicidade e genotoxicidade a drogas (Yalkinoglu et al.,
1990), além disso, a utilizagdo dessa linhagem é recomendada pela OECD
(Organization for Economic Cooperation and Development, 2004).

O Ensaio Cometa ou single cell gel assay € um excelente método para
investigar se um material pode apresentar atividade genotdxica em um tecido e foi
descrito por Singh et al., 1988. Posteriormente, sofreu pequenas modificagdes (Tice
et al., 2000), e vém sendo amplamente utilizado para detecgdo de dano no DNA. O
parametro de analise que o teste fornece € a quebra de fitas simples e duplas de
DNA, onde os segmentos gerados migram do nucleo, de acordo com o dano
ocorrido na molécula. O uso desse ensaio tem sido proposto devido a sua alta
sensibilidade quando comparado com outros testes de genotoxicidade (Lemos et al.,
2005).

O estudo do dano genético ao nivel cromossémico é essencial para a
genética toxicologica, pois as mutagdes cromossdmicas s&o um importante evento
da carcinogénese (Poersch, 2005). Entre os métodos mais utilizados para avaliar
danos cromossdmicos, destaca-se o teste do micronucleo, que é um nucleo

adicional, separado do nucleo principal de uma célula, formado durante a divisao
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celular por cromossomos ou fragmentos de cromossomos que se atrasam em
relacdo aos demais. Resulta de alteragdes estruturais cromossdémicas espontaneas
ou experimentalmente induzidas, ou ainda, de falhas no fuso celular, sendo,
portanto, excluido do novo nucleo, formado na teléfase (Ramirez, 2000). O teste do
micronucleo com citocalasina B é atualmente utilizado em estudos in vivo
(monitoramento genotdxico de populagdes), in vitro (avaliagdo do potencial
mutagénico de agentes quimicos e fisicos e seus possiveis mecanismos de agéo) e

ex-vivo (radiossensibilidade individual) (Salvadori et al., 2003).

VI-) OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho foi desenvover lentes de contato de celulose
bacteriana com ciclodextrinas, ciprofloxacino e diclofenaco de sédio incorporados € a

avaliacao in vitro de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade das mesmas.

VIl-) MATERIAL E METODOS

VII. 1-) Producéo da CB

A produgao de CB, sintetizada pela bactéria Acetobacter xylinum, ocorreu em
meio de cultura apresentando a seguinte composi¢ao basica: glicose 50 g/L (m/v),
extrato de levedura 4 g/L, fosfato de potassio monobasico anidro (KH2PO4) 2 g/L,
sulfato de magnésio heptahidratado (MgSQ4.7H20) 0,73 g/L e etanol 20 g/L a 28C.

Pré-inoculo: 10% do Acetobacter xylinum e 90% do meio foram inoculados,

sempre flambando os frascos, e incubados a 28°C por 24 horas.
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Inoculacéo: O pré-inoculo foi utilizado na inoculagdo dos meios e 100 mL
foram adicionados em placas de petri de 13 cm de diametro e incubados por 5 dias a
28°C para a producao da celulose.

Apls esse periodo, as membranas de CB produzidas foram lavadas
inicialmente com agua corrente (3 dias), tratadas com NaOH 0,1M a 80°C por 30
minutos. Depois a solu¢do de NaOH foi trocada e deixada por mais 30 minutos. Na
sequéncia as membranas foram lavadas com agua destilada por 3 dias, até

verificagdo de pH neutro.

VII. 2-) Preparo das solugfes de CD e farmacos

Para fins de se determinar a dose terapéutica de farmaco na CB,
estabeleceu-se que cada mL de uma soluc¢ao de colirio comercial corresponde a um
cm? na membrana de CB seca. Portanto, se a dose terapéutica de DS em um colirio
comercial é de 1 mg/mL, adota-se 1,0 mg/cm? para a membrana. No caso do colirio
de CP a dose terapéutica é de 3,5 mg/mL. Area dos discos de CB (média de 13,0 cm
de diédmetro):

= A=1.R%?=1.(6,5)%= 132,72 cm?

Como os discos foram divididos na metade, a area a ser considerada foi de
66,36 cm’.

A partir deste valor de area, calculou-se as massas de farmacos e CDs a
serem adicionados as membranas.

No entanto, testes iniciais de impregnagdo do farmaco na membrana de
celulose foram realizados e observou-se que, na concentragdo de 1mg/mL (DS) e

3,5 mg/mL (CP), particulas visiveis de farmacos se depositam sobre a superficie da
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membrana, o que nao é desejavel. A partir deste teste, decidiu-se por diminuir as
massas adicionadas pela metade, ou seja, 0,5 mg/cm? (DS) e 1,75 mg/mL (CP).

Na Tabela 1 estdo apresentadas as massas adicionadas a area de 66,36 cm?.

Tabela 1: relagdo das massas de farmaco e/ou CD a serem incorporados.

Tipo de Massa (9)
membrana
HP-y-CD (hidroxipropil- Diclofenaco de Cloridrato de
y-ciclodextrina) sodio ciprofloxacino
CB + DS - 0,0332 -
CB+CD+DS 0,1648 0,0332 -
CB + CP - - 0,1161
CB+CD+CP 0,5538 - 0,1161
CB+CD 0,5538 - -

As massas de CD adicionadas foram calculadas considerando-se a proporgao
molar 1:1 entre a CD e o farmaco.

Os 6 discos de CB foram pesados e a massa média foi calculada (40,099).
Utilizou-se este valor para definir o volume da solugdo de farmaco a ser adicionado a
cada membrana.

Considerando-se que a CB é composta de 99% de agua, retirou-se 1/3 da
massa da membrana através de enxugamento com papel absorvente e, em seguida,
colocou-se a membrana em uma placa contendo a solugdo com as massas
correspondentes de farmaco e/ou CD. O volume desta solugao foi considerado como
sendo o correspondente a 25% da massa média das membranas, ou seja, 10,0225

mL. O volume de solugao adicionado deve ser menor do que o volume retirado da
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membrana, pois a membrana ndo absorve totalmente o volume que foi retirado
inicialmente.

Antes do experimento final, foram realizadas algumas tentativas de
incorporagao utilizando-se este volume de solugédo de farmaco. Porém, verificou-se
gue ainda era muito alto para que a membrana pudesse absorver por completo toda
a solucdo do farmaco. Os melhores resultados de dissolugéo (através de percepgéo
visual) foram com 3mL de solugdo. Esse volume foi o menor volume possivel
observado em que ocorreu dissolugao.

As massas de cloridrato de ciprofloxacino foram pesadas no escuro, pois esse
reagente se degrada com a luz.

As solugdes dos farmacos foram deixadas sob agitagao por aproximadamente
12 horas e as solugdes de cloridrato de ciprofloxacino foram cobertas com papel

aluminio para evitar degradagao.

VII. 3-) Incorporacdo da CD e dos farmacos a CB

A incorporagao da CD e dos farmacos CP e DS (com e sem CD) a membrana
de celulose bacteriana foi realizada através da difusdo de um determinado volume
das solugdes das drogas e da CD em uma membrana de CB umida. A membrana de
CB umida contém 99% de agua e retém esta agua em sua rede de fibras
nanométricas. Por isso, optou-se por retirar 1/3 da sua massa através da absorgao
com papel absorvente limpo. Em seguida, a membrana foi colocada em uma placa
de petri contendo a solugao de farmaco e/ou CD preparada anteriormente. As placas
foram tampadas e vedadas para evitar evaporacédo e deixadas em repouso por 12

horas para que houvesse difusdo homogénea dessas solugbes na CB. As placas
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com cloridrato de ciprofloxacino foram recobertas com papel aluminio para evitar a
degradagao pela luz. Apds esse tempo foram deixadas em estufa ventilada a 37° C,

para secagem completa.

VII. 4-) Corte da CB funcionalizada em formato adequado para realizagdo dos

testes

Apo6s a secagem, as membranas foram cortadas em formato esférico de 7mm
de diametro, através de um cortador manual (Figura 7). Foram entdo encaminhadas

para esterilizacao na empresa Embrarad. A radiagao gama utilizada foi de 15 kGY.

Figura 7 : Cortador manual das membranas utilizado para a obtengdo das esferas de 7 mm.

VII. 5-) Construgéo das curvas padréo e de liberagcao do DS da lente de CB

VII. 5. 1-) Curva Padréo
A partir dos valores de absorbancia (ABS) e fluorescéncia obtidos na curva

padrao dos farmacos, podemos fazer uma relacdo com a curva de liberagao para
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saber qual concentracido de farmaco esta sendo liberado em um determinado tempo.
Todos os graficos obtidos foram construidos utilizando o programa OriginPro 8.

Para a construgdo da curva padrao do DS foi utilizado o aparelho Cary Scan
UV-VIS-NIR Spectrophotometer do Departamento de Quimica Geral e Inorgénica do
Instituto de Quimica da UNESP de Araraquara, para se obter as leituras de
absorbancias. As leituras foram realizadas em 280nm. Como branco foi utilizado
PBS com pH = 7,4 e a partir da concentracdo do DS de 1mg/mL, foram feitas

diluicdes seriadas nas seguintes proporgoes:

Tabela 2: Valores para constru¢do da curva padrdo do DS.

Amostra | Massa de DS (mg) Volume de tampéao PBS (mL)

1 1 1,0

1,5 (foi adicionado 0,5 mL na amostra
2 1 anterior assim que a leitura de absorbancia

foi medida)

2,0mL de PBS (foi adicionado 0,5 mL na
3 1 amostra anterior assim que a leitura de

absorbancia foi medida)

2,5mL de PBS (foi adicionado 0,5 mL na
4 1 amostra anterior assim que a leitura de

absorbancia foi medida)

3,0mL de PBS (foi adicionado 0,5 mL na
5 1 amostra anterior assim que a leitura de

absorbancia foi medida)
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Cada amostra foi deixada em agitador por aproximadamente 1 minuto assim
que preparada, antes da leitura ser feita. E cada amostra foi sendo obtida a partir da
adi¢ao de 0,5 mL de PBS a amostra anterior.

Para construgdo da curva padréo, os valores das concentragdes em mg/mL
foram transformados em mol/L da seguinte maneira: M = m/MM x V

Onde M = massa molar (mol/L)

m = massa (9)
MM = massa molecular (g/mol)
V = volume (L)
A partir dos valores obtidos, foi construido o grafico correspondente a curva

padréo do DS (Figura 8).
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Figura 8 : Gréfico da curva padrdo do DS.

A partir do grafico foi obtida a seguinte equagédo da reta (y = ax + b):

y(Abs) = 0,01183x([ ] mol/L) + 147,24633.
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VII. 5. 2-) Curva de Liberacao

Para a realizacdo da medida da quantidade de farmaco liberado, as amostras
foram avaliadas em ftriplicata. Para tanto, cada amostra foi imersa em 10mL de
tampéo PBS, deixadas sob agitacdo a 37°C, e foram sendo retiradas aliquotas de
0,5mL para serem medidas as absorbancias equivalentes nos seguintes intervalos
de tempo (em minutos): 1; 5; 10; 15; 30; 45; 60; 120; 180; 240; 300 e 360.

Os valores das concentragdes em mol/L foram obtidos pela substituicdo do
valor da média da triplicata das absorbancias medidas nos intervalos de tempo na
equacao da reta da curva padrao: y(Abs) = 0,01183x([ ] mol/L) + 147,24633.

A partir desses valores foram obtidos os valores em mol/10mL, através da
multiplicagdo da concentragdo em mol/L por 0,01.

Para a construcdo dos graficos de tempo x massa de DS liberado, a
concentragdo em mol/10mL foi transformada para massa(g) a partir da formula : n =
m/MM. Onde n é o numero de mols, m = massa (g) e MM é a massa molecular do
DS. Sendo assim, a massa em cada intervalo de tempo corresponde a mol/10mL .

318,130 g.

VII. 6-) Construcao das curvas padréo e de liberagdo do CP da lente de CB

VII. 6. 1-) Curva Padrao

Para a construgdo da curva padrao do CP foi utilizado o aparelho Cary
Eclipse VARIAN do Departamento de Bioquimica e Tecnologia Quimica do Instituto
de Quimica da UNESP de Araraquara, para se obter as leituras de fluorescéncia. As
leituras foram realizadas com comprimento de onda de excitagdo (Aexc) €m 280nm e

de emissao (Aem) €m 450nm para o CP.
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Como branco foi utilizado PBS com pH = 7,4 e a partir da concentracéo do CP

de 3,5mg/mL, foram feitas diluigbes seriadas nas seguintes proporg¢des:

Tabela 3: Valores para construgdo da curva padrdo do CP

Amostra | Massa de CP (mg) Volume de tampéao PBS (mL)
1 1 1,0
2 1 1,5 (foi adicionado 0,5 mL na amostra anterior

assim que a leitura de absorbancia foi medida)

3 1 2,0mL de PBS (foi adicionado 0,5 mL na amostra
anterior assim que a leitura de absorbancia foi

medida)

4 1 2,5mL de PBS (foi adicionado 0,5 mL na amostra
anterior assim que a leitura de absorbancia foi

medida)

Cada amostra foi deixada em agitador por aproximadamente 1 minuto assim
que preparada, antes da leitura ser feita. E cada amostra foi sendo obtida a partir da
adicao de 0,5 mL de PBS a amostra anterior.

Para construgdo da curva padréo, os valores das concentragdes em mg/mL
foram transformados em mol/L da mesma maneira que para a curva padrao do DS.

A partir dos valores obtidos, foi construido o grafico correspondente a curva

padrao do CP (Figura 9).
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Figura 9 : Gréfico da curva padrdo do CP.

A partir do grafico foi obtida a seguinte equagédo da reta (y = ax + b):
y(Abs) = 18,5505x([ ] mol/L) + 5,9335 .

VII. 6. 2-) Curva de Liberacao

Para a realizacdo da medida da quantidade de farmaco liberado, as amostras
foram avaliadas em ftriplicata. Para tanto, cada amostra foi imersa em 30mL de
tampédo PBS sob agitagdo a 37°C, e a este frasco foi acoplada uma mangueira
ligada a uma bomba peristaltica. Desta forma, a bomba faz circular o fluxo da
solugdo de PBS. Esta mangueira, por sua vez, esta conectada a cubeta do
fluorimetro para a realizagdo da medida de fluorescéncia do composto em estudo.
Um software ligado ao fluorimetro realiza as medi¢cdes da fluorescéncia a cada

intervalo de tempo pré-determinado
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As medidas foram tomadas nos seguintes intervalos de tempo (em minutos):
1; 5; 10; 15; 30; 45; 60; 120; 180; 240; 300; 360; 420; 480; 540; 600; 660; 720; 780;
840; 900; 960; 1020; 1080; 1140; 1200; 1260; 1320; 1380 e 1440.

Os valores das concentragdes em mol/L foram obtidos pela substituicdo do
valor da média da triplicata das absorbancias medidas nos intervalos de tempo na
equacgao da reta da curva padrao: y(Abs) = 18,5505x([ ] mol/L) + 5,9335.

A partir desses valores foram obtidos os valores em mol/30mL, através da
multiplicagdo da concentragdo em mol/L por 0,01.

Para a construcdo dos graficos de tempo x massa de CP liberado, a
concentragdo em mol/10mL foi transformada para massa (g) a partir da formula: n =
m/MM. Onde n é o numero de mols, m = massa (g) e MM é a massa molecular do
ciprofloxacino. Sendo assim, a massa em cada intervalo de tempo corresponde a

mol/10mL . 331,34q9.

VII. 7-)Teste de Citotoxicidade

VII. 7. 1-) Kit — XTT (Roche Molecular Biochemicals)

Esse teste é baseado na clivagem do sal tetrazolium (sodium 3°- [1-
(phenylaminocarbonyl)-3,4-tetrazolium]-bis(4-methoxy-6-nitro) benzene sulfonic acid
hydrate) para formar um corante formazan alaranjado. Porém, esta convers&o ocorre
apenas em ceélulas viaveis, devido a atividade de desidrogenases mitocondriais.
Assim, a quantidade de células viaveis correlaciona-se diretamente com a
quantidade de formazam formado, que é soluvel em solugdo aquosa e pode ser

diretamente quantificado usando um espectrofotémetro.
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Foram semeadas 20.000 (2x10%) células CHO-K1 em placas de 24 pogos
num volume de 1 mL de meio HAM-F10:D-MEM (Dulbecco's Modified Eagle's
Médium) (1:1) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB), e incubadas a
37°C em estufa com 5% de CO,. Foram realizados os tratamentos por 24h
colocando-se metade de um disco de 7 mm de diédmetro de cada biomaterial em
cada pogo, além do controle negativo (CN = sem biomaterial).

Foram testados para escolha do melhor Controle Positivo :

e Cloridrato de doxorrubicina (Doxo) (3,0 ug/mL por 24 horas);

e Peroxido de Hidrogénio (H20;) (80 uM por 10 min).

Todos os tratamentos, o CN, a Doxo e o H,O, foram realizados em duplicata.
Apos o tempo de incubacdo, os biomateriais foram removidos de cada pogo, as
culturas foram lavadas com 250 uL de PBS 1x, e com a camara de fluxo com a luz
apagada, foi colocado em cada po¢o 1,0 mL de meio DMEN sem fenol vermelho
(CULTILAB) com 60ul da solugado XTT/electron na proporgédo de 5000 uL:100uL por
poco (concentracdo final de 0,3mg/ml), deixado a 37°C na estufa por 3 horas. Em
seguida, foi feita a leitura colorimétrica em espectrofotdmetro a 492 nm normalizada
a 690 nm. A absorbancia obtida costuma ser proporcional ao numero de células

viaveis na amostra.

VII. 7. 2-) Sobrevivéncia Clonogénica

Para o ensaio de sobrevivéncia clonogénica, foram semeadas 27x10° células
CHO-K1 em 1 mL de meio HAM-F10:D-MEM (1:1) suplementado com 10% de SFB,
que foram incubadas a 37°C em estufa com 5% de CO,. Foram realizados os
tratamentos por 24h colocando-se metade de um disco em cada po¢o em duplicata,

além do CN (sem membrana). Os Controles Positivos utilizados foram: Cloridrato de
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doxorrubicina (0,3 pg/mL por 6 horas) e Perdxido de Hidrogénio (80 uM por 10
minutos).

Ao final do tratamento, as membranas e o meio de cultura foram removidos
de cada pogo, que foram lavados com 1 mL de PBS 1x. Em seguida, as células
foram desprendidas por tripsinizagdo, sendo transferidas para um microtubo, num
volume de 1 mL de meio de cultura para contagem em Cémara de Neubauer. Assim,
para o ensaio de sobrevivéncia clonogénica 150 células foram semeadas em cada
frasco de cultivo (25 cm?) com 5 mL de meio HAM-F10:D-MEM (1:1) suplementado
com 10% de SFB, em duplicada por tipo de membrana, além dos controles negativo
e positivo. As culturas foram observadas diariamente com o auxilio de um
microscopio invertido, e apds 7 dias de cultivo, as células foram lavadas com 5ml de
PBS 1X a 37°C. Foi descartado o PBS 1X e as células foram fixadas com metanol:
acido aceético:agua destilada (1:1:8) a 37°C, por 30 minutos. As colbénias foram
coradas com 5 mL do corante Giemsa diluido em tampao fosfato a 37°C, na
propor¢do de 1:20, por 15 a 30 minutos. Depois de coradas, as células foram
lavadas com agua destilada, para remover o excesso de corante.

Foram contadas as colonias visiveis a olho nu. O numero de col6nias
contadas no grupo CN foi considerado como 100%. A partir disso, foram realizados
os calculos das fracdes de sobrevivéncia (FS):

FS = n° de colbnias contadas em cada tratamento X 100

n° de colbnias observadas no controle



33

VII. 8-) Teste de Genotoxicidade

Foi utilizada a versdo alcalina do Ensaio Cometa segundo a metodologia
descrita por Singh et al. (1988).

Foram semeadas 2x10° células CHO-K1 em 500 microlitros de meio HAM-
F10:D-MEM (1:1) suplementado com 10% de SFB em placa de 24 pogos, que foram
incubadas a 37°C em estufa com 5% de CO; por 24 horas. No segundo dia foram
realizados os tratamentos colocando-se metade de um disco em cada poco em
duplicata, além do CN (sem membrana). Os Controles Positivos utilizados foram:
Cloridrato de doxorrubicina (0,3 ug/mL por 4 horas) e Peroxido de Hidrogénio (80 uM
por 10 minutos).

Ao final do tratamento, as membranas foram removidas com uma pin¢ca € o
meio de cultura retirado de cada poco foi colocado em um respectivo microtubo. As
células foram lavadas com 300 yL de Hanks 1x e esse conteudo também foi
colocado no microtubo. Em seguida, as células foram desprendidas por tripsinizagéo
e entdo transferidas para o mesmo microtubo, junto com os conteudos anteriores e
eles foram entdo centrifugados por 3 minutos a 2000 rpm. Apds centrifugagdo da
suspensao celular, o pellet de células foi homogeneizado com 0,5% de agarose de
baixo ponto de fusdo em volume suficiente para 200 pL. Tal material foi igualmente
divido e aplicado em 2 laminas histolégicas pré-geleificadas com 1,5% de agarose
normal. Em seguida, foram cobertas com laminulas e deixadas na geladeira por 15
minutos; quando apos cuidadosa retirada da laminula, as laminas foram colocadas
em uma solucédo de lise por pelo menos 12 horas protegidas da luz em geladeira. Da
mesma forma, as laminas foram transferidas para um recipiente contendo tampao de

eletroforese alcalino (pH 10) por 20 min para desnaturagdo do DNA. Em seguida, as



laminas foram transferidas para uma cuba de eletroforese sendo cobertas com
tampéo de eletroforese alcalino (pH 10) para corrida a 25V e 300 mA por 25 minutos.
Ao final, as laminas foram transferidas para um recipiente contendo tampao de
neutralizagao (Tris-HCI, pH 7,5) por 15 minutos, protegidas da luz em geladeira.
Apoés secagem das laminas a temperatura ambiente, as mesmas foram fixadas em
etanol absoluto.

A analise foi feita em microscépio de fluorescéncia apds coloragcdo da lamina
com 80 pL de solugdo de Brometo de Etideo (0,2M). Foram fotografados 100
nucledides por lamina e posteriormente essas fotos foram analisadas pelo software
Comet Score, obtendo-se a porcentagem de DNA na cauda (quantidade de DNA
fragmentado, que compde a cauda). O grafico obtido foi confeccionado utilizando o

programa GraphPad Prism.

Figura 10 : Exemplos de diferentes intensidades de danos causados as células.

VII. 9-) Teste de Mutagenicidade

Foi adotado o protocolo da GE Healthcare (2006) com algumas adaptagdes. A
partir da terceira passagem de células CHO-K1, 1,5x10* células foram sub-
cultivadas em cada po¢o de uma placa de cultivo com 96 pocos, sendo que para
cada material e controles foram destinados 5 pogos. No dia seguinte, procederam-se

os tratamentos com os biomateriais. Foram realizados os tratamentos por 24h
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colocando-se uma membrana (1/5) em cada pogo, além do controle negativo (sem
membrana). O Controle Positivo constou de cloridrato de doxorrubicina (0,3 ug/mL
por 4 horas). Apds o cultivo de 24 horas, foram adicionados 1,3 ul de citocalasina B
(1mg/mL) em cada pogo da placa de cultivo celular para interromper a citocinese.

Lavou-se novamente com PBS 1X e adicionaram-se os corantes Hoechst e
DAPI diluidos em PBS 1X ( 0,3 pl de cada um por pogo). Deixou-se por 30 minutos e
entdo analisaram-se os resultados no equipamento IN Cell Analyzer 1000 da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus de Araraquara - UNESP.

Para a determinagdo do indice de Divisdo Nuclear (IDN), 1000 células foram
contadas por poco, anotando-se as células que continham de 1 a 4 nucleos.

O IDN foi calculado de acordo com Eastmond e Tucker (1989) utilizando a
férmula:

IDN =[ M1 + 2(M2) + 3(M3) + 4(M4) ]

N
Onde M1 a M4 & o numero de células com 1, 2, 3 e 4 nucleos,
respectivamente; e N € o numero total de células viaveis.
Além disso, também foram contadas as células que apresentavam
micronucleos dentre 1000 células binucleadas (Figura 11), e assim, foi estimada a
frequéncia de micronucleos. Os critérios utilizados para identificacdo de

micronucleos foram baseados em Fenech (2000).
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Figura 11: A seta mostra uma célula binucleada com um microntcleo. Do lado direito esta a imagem

do campo claro, evidenciando um unico citoplasma que comporta os dois nticleos e o micronticleo.

Andlise Estatistica

Para cada tratamento foram calculadas a média, o desvio-padrao e o erro
padrdo como medidas de variabilidade. Para avaliar se os dados obedeciam a
distribuicdo normal foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk. Os dados variaram entre
paramétricos (apresentando aderéncia a curva normal) e ndo-paramétricos. Assim,
para os parameétricos foram aplicadas a analise de varidancia (ANOVA) one-way,
seguido do teste de Tukey. Também foi aplicado o teste de Dunnet, que compara os
valores obtidos de cada um dos tratamentos com o de uma referéncia (no caso, o
Controle Negativo). Para dados nao-parameétricos foi aplicado o teste de Kruskall-
Wallis, seguido do pds-teste de Student-Newman-Keuls. Foi utilizado o programa
BioEstat 5.0 e todos os testes estatisticos foram considerados ao nivel de

significancia de 5%.

VIIl-) RESULTADOS

VIII. 1-) Curvas de liberagdo do DS




37

A Figura 12 apresenta o grafico contendo as curvas de liberacdo de DS

versus tempo para as amostras das lentes de CB-DS.

—a— CB+CD+DS
—u— CB+DS

10
15+

1.0+

Massa liberada( mg)

£

Tempo (min)

Figura 12: Grafico das curvas de liberagdo de DS para as amostras CB+DS (celulose bacteriana +

diclofenaco de sédio) e CB+CD+DS (celulose bacteriana+hidroxipropil-y-ciclodextrina+ diclofenaco de
soédio).

Diminuindo-se a escala de tempo do grafico anterior para até 150 minutos,

obtemos o grafico da Figura 13.
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Figura 13: Grafico com diminuigdo da escala de tempo do gréfico da Figura 12.
Podemos observar que na presenga da CD, o farmaco é liberado de maneira
mais lenta. Do disco sem CD foi liberado aproximadamente 2mg do farmaco em 10
minutos e a partir disso foi atingido o patamar de concentragdo. Quanto ao disco
com CD, foi liberado aproximadamente 3mg do farmaco em 45 minutos até atingir a

constante.

VIII. 2-) Curvas de liberagdo do CP

O grafico contendo as curvas de liberagdo do CP versus tempo para as

amostras das lentes de CB-CP esta plotado a seguir:
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Figura 14: Grafico das curvas de liberagdo de CP para as amostras CB+CP (celulose bacteriana +

cloridrato de ciprofloxacino) e CB+CD+CP (celulose bacteriana+hidroxipropil-y-ciclodextrina+

cloridrato de ciprofloxacino).

Diminuindo-se a escala de tempo do grafico anterior para até 180 minutos,

obtemos o grafico da Figura 15.

Massa liberada (mg)

S 2 O O 0 O 0 U U IR U A A0 O 0 VO OO
D 1D ID I 4D 3 &D 7D 3D 1D 1DD11D1ID 13D 14D 15D 1ED1TD 11X
Tempo (min)

Figura 15: Diminuigdo da escala de tempo do gréfico da figura 12.
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Assim como com o DS, é possivel observar uma liberagdo mais lenta do CP
da lente quando na presenca da CD. E possivel visualizar que o CP foi liberado em
menos de 20 minutos no disco sem a CD e quando incorporada a CD, ele € liberado
gradativamente em até 500 minutos, quando atinge o patamar de concentragéo

maximo.

VIII. 3-) Teste de Citotoxicidade

VIII. 3.1-) Kit — XTT (Roche Molecular Biochemicals)

A anadlise de citotoxicidade pelo método XTT, demonstrou absorbancia
estatisticamente diferente (p<0,01) entre o CN (células CHO-K1 sem tratamento com
nenhum biomaterial) e as células CHO-K1 tratadas com Doxo, tendo sido assim,
escolhido como Controle Positivo. Quanto ao H,O,, também foi observada diferenca
estatistica, mas muito menos significativa que a Doxo.

Considerando a absorbancia obtida do CN como valor referéncia, os materiais
CB, CB-CD-CP e CB-CD mostraram-se significativamente n&o citotdxicos, pois
mostraram absorbancia acima daquela obtida para o CN (Figura 16); inclusive esses
materiais aumentaram a viabilidade celular em torno de 40% (Figura 17). Por outro
lado, os materiais CB-CD-DS, CB-CP e CB-DS, mostraram-se citotdxicos, pois
mostraram absorbéancia significativamente menor que o CN (Figura 16). Com relagao
ao CP, observou-se que a Doxo teve melhor comportamento que o H»O,, sendo,

portanto, escolhida como CP.
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Figura 16: Citotoxicidade avaliada pelo método XTT. Colunas indicam o valor médio da absorbéncia
a 492nm normalizado a 690nm. Barras indicam o erro padréo. Letra minuscula representa diferenca
estatisticamente significativa (a= p<0,01) em relagdo ao CN de acordo com os testes de Tukey e de

Dunnett.
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Figura 17: Viabilidade celular avaliada pelo método XTT. CN representa 100% de viabilidade celular.
Barras indicam o erro padrdo. Lefra mintscula representa diferenga estatisticamente significativa

(a=p<0,01; b=0,05) em relagdo ao Controle Negativo. Teste de Tukey e Dunnet.
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VIIl. 3.2-) Sobrevivéncia Clonogénica

Considerando os resultados da Fracdo de Sobrevivéncia, pode-se observar
que houve diferencga estatistica (p<0,01) entre o CN e os dois controles positivos
testados, a Doxo e H20, mas como a fragdo de sobrevivéncia da Doxo foi menor
que do HO; foi considerada como melhor CP. Os materiais CB, CB-CD-CP e CB-
CD nao mostraram fragcado de sobrevivéncia estatisticamente diferente em relagao ao
CN. Ja os materiais CB-CD-DS, CB-CP e CB-DS apresentaram fracdo de
sobrevivéncia significativamente diferente do CN (Figura 18). Portanto, esses

materiais mostraram provocar um comprometimento na capacidade proliferativa das

células.
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Figura 18. Citotoxicidade avaliada pela Sobrevivéncia Clonogénica. Colunas indicam o valor médio
da Fragao de Sobrevivéncia (%). CN representa 100% de fragdo de sobrevivéncia. Barras indicam o
erro padrdo. Letra minuscula representa diferenga estatisticamente significativa (a= p<0,01; b=
p<0,05) em relagdo ao CN de acordo com o teste de Kruskall-Wallis, seguido do pds-teste de

Student-Newman-Keuls.

Analisando conjuntamente os dois testes realizados para investigar a

citotoxicidade (XTT e Sobrevivéncia Clonogénica), pode-se observar concordancia
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em ambos quanto ao melhor comportamento da Doxo como CP, e que os materiais
CB, CB-CD-CP e CB-CD além de n&o serem citotoxicos, terem maior viabilidade
celular (XTT), também nao prejudicaram a capacidade proliferativa das células
(Sobrevivéncia Clonogénica). Ao contrario do que foi observado para os materiais
CB-CD-DS, CB-CP e CB-DS que além de terem sido citotoxicos (XTT) também
comprometeram significativamente a capacidade proliferativa das células

(Sobrevivéncia Clonogénica).

VIII. 4-) Teste de Genotoxicidade

Na andlise de genotoxicidade pelo teste do Cometa, os resultados da
Porcentagem de DNA na cauda obtidos a partir teste do Cometa indicaram que os
Controles Positivos e os materiais CB-DS e CB-CD-DS foram ambos
significantemente diferentes do Controle Negativo (p<0,01) de acordo com o teste
estatistico de Tukey. Os materiais apresentaram genotoxicidade moderada (**) em
comparagao aos controles positivos, que apresentaram genotoxicidade elevada (***)

de acordo com analise realizada pelo programa GraphPad Prism (Figura 19).
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Figura 19: Genotoxicidade avaliada pelo Ensaio Cometa. Colunas indicam o valor médio da
Porcentagem de DNA na cauda. Barras indicam o erro padrdo. Os simbolos (*) representam diferenga
estatisticamente significativa (p<0,01) em relagdo ao CN de acordo com o teste de Tukey. A presenga
de ** indica genotoxicidade moderada (CB-DS e CB-CD-DS) e *** genotoxicidade elevada (Doxo e

H,0,).

VIII. 5-) Teste de Mutagenicidade

Complementando a analise de genotoxicidade, foram realizados testes de
mutagenicidade por meio do ensaio do Micronucleo, de modo que os resultados
podem ser visualizados na Tabela 1.

Pelo teste ANOVA, seguido do pos-teste de Tukey, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa para o indice de Divisdo Nuclear (IDN) entre nenhum
dos tratamentos, incluindo os Controles Negativo e Positivo, bem como com os

materiais investigados.
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Tabela 4: indice de Divisdo Nuclear (IDN), Frequécia de Células Micronucleadas e Fregiiéncia de

Micronucleos (FMN) obtidas de cada tratamento com os materiais e controles.

Tratamento IDN FCM FMN
Média + Erro Padrédo | Média + Erro Padrdo | Média + Erro Padréao
CN 1,531 + 0,003 6,333 £ 0,333 6,33 + 0,33
CP (Doxo) 1,537 + 0,004 105,0 + 3,606 ® 120,33 +1,20 2
CB 1,565 + 0,008 7,667 + 0,667 7,67 £ 0,67
CB-CD 1,539 + 0,008 12,667 + 0,667 13,00 £ 1,00
CB-CP 1,528 £ 0,016 12,000 + 0,577 12,00 £ 0,58
CB-DS 1,539 £ 0,016 31,000 + 1,528 @ 31,00+ 1,53 °
CB-CD-CP 1,518 £ 0,010 13,000 + 0,577 13,00 £ 0,58
CB-CD-DS 1,539 +0,015 32,333 +0,333° 32,33+ 0,33°

Letra minuscula sobrescrita: diferenca estatistica em relagdo ao CN, p<0,01. Teste de Kruskall-Wallis,

seguido do pés-teste de Student-Newman-Keuls.

Com relagdo a Frequéncia de células com micronucleo (FCM) obtidas de

1000 células binucleadas por experimento, comparativamente ao CN, observou-se
um numero bastante elevado no CP (Doxo) e nos materiais CB-DS e CB-CD-DS,
que foram estatisticamente diferentes do CN (p<0,01), pelo teste de Kruskall-Wallis,
seguido do pos-teste de Student-Newman-Keuls. Resultado idéntico pode ser
observado com relagdo a frequéncia de micronucleos (FMN) nas 1000 células

binucleadas, reforgcando os dados obtidos pelo FCM de que esses sdo mutagénicos.
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IX-) DISCUSSAO

Ficou evidente que para ambos os farmacos a formagaéo do complexo com a
CD retarda sua liberagdo. Comparativamente, a liberacdo do DS ocorreu muito mais
rapidamente que do CP. Tendo este por isso um maior potencial para substituir
tratamentos com colirios durante prazos longos (até mais de 8 horas). Portanto, o
poder curativo da CB se juntaria a ag&o antibacteriana do CP em certos processos,
como poés-operatorios oftalmoldgicos.

Futuramente, poderdo ser realizadas modificacbes nos métodos de
crescimento da CB visando modificar as redes fibrosas do material e, desta forma,
tentando-se sequestrar fisicamente as moléculas do DS, contribuindo para uma
liberacdo mais lenta.

Quanto a citotoxicidade, em concordancia com os resultados do presente
estudo por meio dos testes de XTT e a Sobrevivéncia Clonogénica, estudos
anteriores ja haviam evidenciado que a CB n&o é citotoxica (Saska et al., 2012;
Caminaga et al.,, 2010; Moreira et al., 2009). O presente resultado de n&o
citotoxicidade da CB esta em concordancia também com estudos anteriores que
mostram a biocompatibilidade in vivo da CB, evidenciada pela auséncia de
inflamac&o apods aplicagdo do material em modelo animal por 12 semanas (Helenius
et al., 2006) e 12 meses (Pertile et al., 2011).

Observou-se que os materiais contendo CD, aumentaram a viabilidade celular
(anadlise do XTT) e a capacidade proliferativa (analise da Sobrevivéncia
Clonogénica), exceto quando o farmaco DS estava presente. Esse resultado €
bastante interessante, pois mostra que a adicdo de CD n&o alterou o comportamento
nao citotoxico da CB. Além disso, notou-se que a adigao do farmaco CP a CB-CD,

ou seja, o material CB-CD-CP foi a associagdo que demonstrou maior viabilidade
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celular e capacidade proliferativa, comparando-se com as amostras contendo
farmacos.

Interessantemente, como mencionado, a CB-CD quando associada ao DS
apresentou efeito citotdxico (Figuras 16, 17 e 18). Considerando que o DS associado
a CB (CB-DS) também foi citotoxico, acredita-se que isso ocorreu por influéncia do
DS. Estudos futuros poderéo investigar se aumentando a concentragéo da CD, e/ou
ajustando a dose de DS esse efeito citotoxico poderia ser anulado.

O ensaio de Sobrevivéncia Clonogénica realizado para complementar a
investigacdo de possivel agdo citotoxica dos materiais testados, avaliou se algum
deles causaria dano na capacidade das células CHO-K1 de se replicarem
mitoticamente. Esse ensaio também é conhecido como Ensaio Clonogénico ou
Ensaio de Formacao de Colbnias e € importante para investigar se uma droga pode
ter um efeito de citotoxicidade tardio (long-term cytotoxicity) levando a letalidade
celular que teria um efeito dose-dependente (Sumantran et al., 2007). Ha a
possibilidade de, sob acdo de uma substancia, uma célula nao ter sofrido acao
citotdéxica imediata, de modo que o método XTT mostrasse a viabilidade celular, mas
outros danos poderiam ter ocorrido de modo a comprometer a capacidade
proliferativa dessa célula. No caso dos materiais testados nesse estudo, houve
concordancia dos resultados obtidos da avaliagdo da citotoxicidade imediata (XTT) e
tardia (Sobrevivéncia Clonogénica).

Em 2010 Kloskowski et al. demonstraram a capacidade citotdxica do
ciprofloxacino por meio de ensaios de viabilidade celular a partir de concentragdes
de 10mg/mL por um periodo de incubacéo de 24 horas. Isso também foi evidenciado
pelo presente estudo no material CB-CP nos testes de XTT e Sobrevivéncia

Clonogénica.
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Castagne et al. (2007) realizaram um estudo de toxicidade em células
endoteliais in vitro com os diferentes tipos de ciclodextrinas existentes e
demonstraram que a HP-y-CD nao apresenta efeito citotoxico em diferentes
concentragbes até 10mM pelo periodo de 1 hora de incubagado, assim como, o
presente estudo também ndo demonstrou esse efeito.

O efeito citotdxico com inibicdo da proliferagao celular para o diclofenaco de
sodio de modo dose dependente foi evidenciada por Takahashi et al. (1993). No
presente estudo também foi verificada a citotoxicidade do diclofenaco de sddio por
meio dos materiais CB-DS e CB-CD-DS.

Considerando a CB, o presente estudo demonstrou sua ndo genotoxicidade e
nao mutagenicidade, em concordéncia com o estudo anterior de Saska et al. (2012) .
O efeito ndo genotoxico da CB foi descrito anteriormente (Schmitt et al., 1991),
assim como, o efeito n&o genotdxico de nanofibras de CB (Moreira et al. 2009). Vale
ressaltar que o teste do cometa ndo é utilizado para detectar mutagdes, mas para
detectar lesdes gendmicas que podem tornar-se uma mutagcdo (Gontijo e Tice,
2003). O ensaio do micronucleo detecta quebras cromossémicas e aneuploidias,
lesbes drasticas que ndo podem ser reparadas pela maquinaria celular de reparo do
DNA (dos Santos et al., 2007).

A concepcao e desenvolvimento de novos biomateriais tém sido de
fundamental importéncia para a industria, devido as caracteristicas fisico-quimicas
benéficas que eles oferecem. No entanto, as particulas livres no citoplasma podem
ter acesso ao nucleo durante a divisdo celular, podendo interagir com o DNA, e
assim, serem responsaveis pelos efeitos biolégicos adversos, tais como, a
genotoxicidade ou mutagenicidade. Alternativamente, os biomateriais podem causar

danos ao DNA indiretamente, através da promoc¢ao de estresse oxidativo e resposta
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inflamatoria (Singh et al., 2009). Dada a consideravel incerteza sobre a segurancga
dos materiais, € necessario que nos compreendamos e, posteriormente,
minimizemos quaisquer potenciais riscos toxicologicos associados a eles, ndo so
para proteger a saude humana e o meio ambiente, mas também para evitar danificar
a industria dos biomateriais a longo prazo (Singh et al., 2009).

No entanto, com relagdo ao DS, o ensaio Cometa evidenciou sua
genotoxicidade, representado pelos materiais CB-DS e CB-CD-DS. Esse resultado
difere do encontrado por Koga et al. em 2010. Ele realizou o ensaio cometa com
alguns antiinflamatorios, dentre eles o diclofenaco de s6dio em concentragcéo 0,1mM
por 24 horas e nao encontrou efeito genotoxico.

Estudos realizados por Ibrulj et al. 2006 demonstraram que a quantidade de
micronucleos em células binucleadas aumenta de acordo com o aumento da dose
de DS. O estudo foi realizado in vitro com uma linhagem de linfocitos humanos, mas
o resultado da analise estatistica foi n&o significativo para o DS em comparagéo com
o controle negativo. Sendo assim, o resultado desse ensaio foi que o DS n&o
apresenta efeito mutagénico, resultado contrario ao do presente estudo. Mas o fato
do numero de micronucleos aumentar com a dose deve ser levado em consideracao,
uma vez que esse numero também foi maior no presente estudo com o farmaco DS

em relagdo ao outro farmaco utilizado, o CP.

X-)CONCLUSAO

Os testes de liberacdo de farmacos indicaram que a lente de celulose
bacteriana contendo DS liberou muito rapidamente este farmaco, mesmo em
presenga da CD. A partir dos testes de citotoxicidade, genotoxicidade e

mutagenicidade foi possivel verificar que os materiais CB-DS e CB-CD-DS
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apresentaram efeito citotdéxico, genotdéxico e mutagénico e isso provavelmente
ocorreu pela influéncia da agao do DS.

Por outro lado, a lente de celulose contendo CP e CD possui uma liberagao
mais lenta e tem potencial para substituir tratamentos com colirios durante prazos
longos (até mais de 8 horas). Portanto, o poder curativo da CB se juntaria a agao
antibacteriana do CP em certos processos, como pos-operatorios oftalmolégicos. O
material CB-CP apresentou citototoxidade pelos testes do XTT e da Sobrevivéncia
Clonogénica, mas nao apresentou efeito genotdxico, nem mutagénico.

Relacionando as liberagdes com os testes de citotoxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade é possivel observar que a intensidade de dano gerado as células
pode estar relacionada com a velocidade de liberacdo do farmaco. Quando a
liberacdo € imediata (efeito conhecido como “burst effect’), o patamar de
concentragdo maxima € atingido muito rapidamente e a célula entra em contato com
as moléculas do farmaco todas de uma vez, e ndo de forma gradativa, como ocorre
quando a liberagdo é feita de forma controlada. Esse efeito pode explicar a
citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade encontrada nos materiais com o
DS, uma vez que sua liberagao ocorreu muito rapidamente no periodo entre 0 e 10
minutos (Figura 13).

Futuramente, poderdo ser realizadas modificacbes nos métodos de
crescimento da CB visando modificar as redes fibrosas do material e, desta forma,
tentando-se sequestrar fisicamente as moléculas do DS, contribuindo para uma
liberagcdo mais lenta e consequentemente para a ndo observacdo de efeitos

citotoxicos, genotoxicos e mutagénicos.
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