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RESUMO

O interesse pelas ciclodextrinas (CDs) decorre das suas propriedades como, por exemplo, melhor absor¢ado de
farmacos através das barreiras biologicas e tempo de liberagao. Entre as CDs naturais, a beta ciclodextrina parece
ser a mais vantajosa para utilizacdo farmacéutica pela sua disponibilidade, tamanho da cavidade molecular
para receber farmacos de aproximadamente 0,6nm e baixo custo, porém algumas variagcdes ainda ndo podem
ser consideradas inertes no meio bioldgico, pois ainda ha a necessidade de pesquisas in vivo. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito cronico da administracdo i.p de cada uma das CDs testadas: BCD, M-BCD e HP-BCD
sobre parametros bioquimicos relacionados a fungao hepatica e renal de ratos Wistar. Ap6s 60 dias de aplicagdes,
a avaliagdo hepatica foi realizada através das atividades das enzimas séricas AST, ALT e FA e fungdo renal
pelas medidas de creatinina e ureia, através do método de quimica seca. O aumento nos niveis séricos de ureia e
creatinina indica alteracdo na fungao renal dos ratos tratados com BCD. A administragdo i.p. de M-BCD aumentou
a atividade da AST e FA, o que sugere alteragao hepatica, apesar de nenhuma das 3 ciclodextrinas testadas alterar
a atividade da ALT, um marcador de lesdo hepatica. Alguns dos dados observados estao de acordo com relatos de
outros autores, porém os mesmos utilizaram vias de administracao diferentes da realizada neste trabalho. Outros
parametros ainda serdo avaliados neste modelo para melhor compreensao das alteragdes apresentadas.
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ABSTRACT

The interest for cyclodextrin (CD) is due to its properties as better drug absorption through biological barriers
and the release time. Among the natural CDs, the beta-cyclodextrin (fCD) seems to be the most advantageous
for pharmaceutical use for its availability, cavity size to receive drugs that are around 0.6nm, and low cost,
however some types cannot yet be considered inert to the biological environment, because there is still the
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need for in vivo researches. The aim of this study is to evaluate the chronic effect of chronic intraperitoneal
administration of the following CDs: pCD, M-FCD and HP-SCD on biochemical parameters related to liver
and renal functions of rats. After 60 days of application, an evaluation was performed through liver enzymes
AST, ALT and alkaline phosphatase and renal measures through creatinine and urea, all analyzed by dry
chemistry. The increase in serum urea and creatinine indicates change in renal function of the rats treated with
PCD. The intraperitoneal administration of M-SCD increased the activity of AST and alkaline phosphatase,
which suggests liver disorders, although none of the three tested cyclodextrins have altered the activity of ALT,
a marker of liver injury. Some of the observed data are consistent with reports of other authors who tested
the CDs by other routes of administration. Other parameters are yet to be evaluated in this model to better
understand the changes initially found.

Keywords: nanotechnology, blood, intraperitoneal, biochemical markers.
INTRODUCAO

A aplicagdo da nanotecnologia est4 crescendo cada vez mais em diversas areas. Um exemplo
¢ a industria farmacéutica que utiliza nanoparticulas com agao carreadora devido a capacidade destas
em melhorar a cinética, biodistribui¢do e a liberacdo dos farmacos transportados (BERGMANN,
2008). O controle das propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas permite o transporte da
substancia desejada a novos sitios, além de realizarem a entrega seletiva de um quimioterapico no
tecido canceroso ou a protecao de um medicamento até seu alvo (BOURZAC, 2012).

Entre os nano-transportadores estdo as beta-ciclodextrinas (BCDs) que sdo oligossacarideos
ciclicos formados por 7 unidades de glicose, cuja cavidade interna ¢ hidrofobica e a externa, hidrofilica
(PAULA et al., 2012; RATNASOORIYA; RUPASINGHE, 2012), desta forma, elas aumentam a
solubilidade e biodisponibilidade de fArmacos hidrofébicos em meio aquoso (GLISONI et al., 2012).
Apesar de muito utilizadas, algumas CDs nao podem ser consideradas atoxicas. Um estudo com a fCD
e seus derivados em modelo animal mostrou alteragdes nos tubulos renais proximais acompanhadas
de vacuolizagdo e desintegracdo celular, indicando a nefrotoxicidade como um importante efeito
toxico (FRANK; GRAY; WEAVER, 1976), assim como os mecanismos que levam a hepatotoxicidade
relatada pelo grupo de Bellringer et al. (1995) pela BCD.

Neste trabalho, foram utilizadas a BCD e derivados como a metil-beta-ciclodextrina (M-BCD)
e a hidroxipropil-beta-ciclodextrina (HP-BCD). As duas ultimas apresentam maior solubilidade
em agua que a respectiva BCD natural (TSUCHIYAMA et al., 1988; OU et al., 1994; MOSHER;
THOMPSON, 2002) e a HP-BCD, a menor toxicidade (GRILLO et al., 2008 apud LIU, 2000).

Com base nas doses de BCD administradas em ratos, por via oral, pelo grupo de Bellringer et
al. (1995) e no percentual (proximo a 5 %) de CDs que atravessam o epitélio intestinal (RAMA et al.,
2005), o objetivo inicial deste trabalho foi avaliar o efeito da administragdo intraperitoneal de BCDs

e derivados sobre alguns parametros bioquimicos séricos de toxicidade hepatica e renal.



Disciplinarum Scientia. Série: Ciéncias Naturais e Tecnoldgicas, Santa Maria, v. 14. n. 1. p. 109-114. 2013. 111

METODOLOGIA

Animais e Reagentes: foram utilizados no experimento 32 ratos machos Wistar de
aproximadamente trés (3) meses de idade, provenientes do biotério da Universidade Federal de
Santa Maria (UFSM). Durante o periodo de ambientacdo e tratamento, os animais foram mantidos
no biotério do Centro Universitario Franciscano sob um ciclo de 12 h claro/escuro, com temperatura
mantida em 23 £ 1 °C e livre acesso a agua e ragdo comercial padrao (Germania, Porto Alegre, RS,
Brasil) contendo 20,5 % de proteina , 54 % de carboidratos, 4,5 % de fibras, 4 % de lipideos, 7 % de
cinzas e 10 % de umidade). Os procedimentos utilizados nos ensaios foram aprovados pela Comissao
de Etica no Uso de Animais do Centro Universitario Franciscano (CEUA/UNIFRA), Santa Maria,
RS, Brasil, sob o namero 010/2011. A utilizacdo dos animais seguiu os Principios de Cuidados de
Animais de Laboratorio (Principles of Laboratory Animal Care, Instituto Nacional de Saude dos
Estados Unidos da América, NIH, publicagdo nimero 85-23, revisada em 1996). Todos os esfor¢os
foram feitos para minimizar o nimero de animais usados, assim como sofrimento deles. Os reagentes
quimicos foram adquiridos da Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA.

Tratamento: os animais foram separados aleatoriamente em 4 grupos. Todos receberam, 2
vezes ao dia, 0,01 mL de solug¢do salina com ou sem CD/g de rato durante 60 dias, as solugcdes
foram preparadas antes de cada aplicacdo. A dose diaria foi de 65 mg de CDs/kg rato/dia. Os animais
foram pesados diariamente ¢ o consumo de dgua e racdo foi registrado semanalmente. Apds 60
dias de tratamento, os animais foram mortos, em jejum, por decapitacdo sem anestesia € o sangue
imediatamente retirado e preparado para as determinacdes posteriores. A via de administragdo
intraperitoneal foi escolhida para desconsiderar os resultados decorrentes de possiveis efeitos sobre o
epitélio intestinal de ma absorc¢ao de nutrientes como relatado pelo grupo de Trautwein et al. (1999)
e assim avaliar efeitos mais diretos das ciclodextrinas sobre os pardmetros avaliados neste trabalho.

Preparacado do sangue para andlises laboratoriais: o sangue total foi coletado, apos a decapitagao,
em tubos contendo acido etilenodiaminotetracético, EDTA, (Vacuplast®) para o hemograma (dados
ainda ndo relatados) e para a determinacdo dos parametros bioquimicos, foi coletado em tubos com gel
separador. Apds os tubos foram centrifugados a 3.000 rpm durante 15 minutos e os sobrenadantes, que
correspondem ao soro, foram fracionados em microtubos e armazenados a -20 °C para posterior analise.
Os niveis séricos de aspartato transaminase (AST), alanina transaminase (ALT), fosfatase alcalina
(FA), creatinina e ureia foram determinados em um analisador automatizado Vitros 250 (Ortho-Clinical
Diagnostics), usando kits Johnson & Johnson pelo método de quimica seca.

Analise Estatistica: os dados foram analisados por ANOVA de uma via. A comparacdo entre as
médias foi realizada pelo teste de Tukey quando os valores de F foram significativos. Todos os dados
foram analisados pelo SPSS (Statistical Package for the Social Sciences software 15 for Windows).

Valores de P < 0,05 foram considerados significantes.
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RESULTADOS

Apo6s dois meses de tratamento, a funcdo renal foi avaliada através da concentra¢dao de ureia
sérica, que aumentou para o grupo BCD (46 = 4,3 mg/dL) quando comparada ao grupo controle (37 £+
2,8 mg/dL) sem sofrer alteragdo pela administragdo de M-BCD (40 + 3,6 mg/dL) e HP-BCD (40 £ 1,7
mg/dL) (Figura 1A). A medida de creatinina sérica aumentou significativamente para o grupo BCD (0,62
+ 0,06 mg/dL) quando comparada ao grupo controle (0,49 + 0,08 mg/dL), porém as administragoes de
M-BCD (0,56 + 0,05 mg/dL) e HP-BCD (0,56 + 0,1 mg/dL) ndo diferiram estatisticamente (Figura 1B).

Para avaliagdo da fungdo hepatica, as atividades de AST sérica aumentaram expressivamente
para os grupos M-BCD (518 + 248 U/L) e HP-BCD (549 + 122 U/L) quando comparadas ao grupo
controle (247 + 58 U/L) e nao foi alterada pela administracdo de BCD (267 + 29 U/L) (Figura 2A).
Enquanto, a FA apresentou atividade aumentada somente pela administragao i.p. da M-BCD (197
+ 47 U/L) quando comparada ao grupo controle (137 + 35 U/L) e os grupos BCD (124 + 17 U/L)
e HP-BCD (165 + 19 U/L) ndo apresentaram diferenga significativa (Figura 2B). Porém, a enzima
ALT, presente nos hepatocitos e cuja elevagao no sangue indica lesao celular, ou seja, lesao hepatica,
ndo teve seus niveis séricos alterados para nenhuma das trés PBCDs administradas i.p. quando estes

valores foram comparados ao do grupo controle (p=0,611).
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Figura 1 - Efeito da administragdo intraperitoneal de BCD, M-BCD e HP-BCD sobre os niveis séricos de ureia (A) e creatinina
(B). Os dados s@o expressos em média + desvio padrio para 6-8 experimentos (animais) realizados em duplicata.
*p<0,05, comparados aos respectivos controles (teste de Tukey).
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Figura 2 - Efeito da administragdo intraperitoneal de BCD, M-BCD e HP-BCD sobre as atividades das enzimas séricas AST
(A) e FA (B). Os dados sao expressos em média + desvio padrio para 6-8 experimentos (animais) realizados em duplicata.
**p<0,01, comparados aos respectivos controles (teste de Tukey).
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DISCUSSAO E CONCLUSAO

Os primeiros dados avaliados mostram que a administra¢do intraperitoneal de PBCD
aumentou significativamente os niveis séricos de ureia e creatinina, parametros indicativos de lesdo
renal (DRACZEVSKI; TEIXEIRA, 2011). Bellringer et al. (1995) também relataram lesdo renal,
porém eles administraram a BCD por via oral e durante 54 meses. Estes autores através da analise
histopatologica associaram os resultados obtidos a idade dos animais que no final do tratamento
tinham aproximadamente um (1) ano ¢ um (1) més. Neste estudo, os animais foram mortos com
cinco (5) meses, sendo considerados ratos adultos ainda jovens, portanto o resultado encontrado esta
mais associado a administracdo de fCD do que a idade dos mesmos. O indicativo de lesdo renal nao
ocorreu com as administragdes de M-BCD e HP-BCD.

Bellringer et al. (1995) assim como Mosher e Thompson (2002) relataram aumentos de ALT e
AST pela BCD, o que diverge dos resultados deste delineamento experimental, pois esta ciclodextrina
ndo induziu significativamente a lesdo hepatica. Porém, a administragdo de M-BCD aumentou os
niveis séricos das enzimas AST e FA, o que pode indicar uma lesdo hepatica inicial, sem alteragao
significativa para ALT neste periodo de tratamento. Das trés BCDs testadas, a HP-BCD foi a que, em
menor grau, causou alguma lesdo tecidual, pois houve aumento dos niveis séricos de AST.

Um fator interessante da administragdo intraperitoneal € que os dados obtidos sdo independentes
de uma possivel mé absor¢do de nutrientes na presenca de CDs. Outro fator importante ¢ que apesar
de nenhum animal ter morrido durante o tratamento, os dados apresentados por nosso grupo sugerem
cautela a utilizacdo destas nanoestruturas e mais estudos, uma vez que ainda existem poucos estudos
in vivo (WANG et al., 2002) sobre a agdo destas nanoestruturas. Outros pardmetros ja estdo sendo
estudados para melhor esclarecer os mecanismos que levam aos resultados aqui apresentados.

Assim as primeiras observagdes sao de que a administragdo i.p. de BCD altera a funcdo renal

enquanto a administragdo de M-BCD indica uma possivel lesdo hepatica.
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