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Resumo

A substituicdo das ilhotas pancreaticas disfuncionais de Langerhans € o ultimo
recurso terapéutico para muitos pacientes com diabetes melito tipo 1 com controle
metabolico instavel. O transplante de ilhotas pancreaticas cadavéricas, via perfusdo pela
veia porta, ganhou consideravel atencdo como opcéo de tratamento terapéutico avancgado,
com potencial de reestabelecer naturalmente a producgéo regulada de insulina. Todavia, é
limitado pela disponibilidade de ilhotas funcionais de qualidade aceitavel, que geralmente
sd0 necessarias para alcancar a independéncia de insulina. Além disso, o transplante de
células requer imunossupressao sistémica para prevenir a rejeicao, o que representa riscos
adicionais ao paciente. Nesse sentido, o encapsulamento de células produtoras de insulina
em matrizes puras e hibridas de alginato é uma alternativa. Dessa forma, este estudo tem
por objetivo investigar as potencialidades e limitacGes do processo de encapsulamento de
células MIN-6, a fim de obter um sistema de producéo e secrecdo de insulina. No presente
estudo, células da linhagem eritroleucémica K-562 foram encapsuladas em alginato de
sodio pela técnica de extrusao Os sistemas produzidos foram constituidos de alginato nas
concentracdes 1 %, 1,5 %, 2 % e 3 %, como estratégia de avaliacdo da potencialidade de
encapsular células MIN-6, um modelo de linhagem de camundongo secretora de insulina,
em matrizes puras e funcionalizadas de alginato. Os sistemas foram constituidos de
alginato 2 % combinado com outras matrizes, saber: agarose (ALGAGA), amido
(ALGAMI), celulose (ALGCEL), gelatina (ALGGEL), gelatina/polietilenoglicol
(ALGELPEG), glicina (ALGGLI), quitosana (ALGQUI) e quitosana/silica
(ALGQUISIL). Os materiais resultantes foram caracterizados por dispersdao de luz
dindmica, medicOes de potencial zeta e espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier. A degradacdo do hidrogel também foi avaliada. A fisiologia e a
viabilidade celular foram avaliadas pela técnicas de Trypan blue, MTT e capacidade de
secrecdo de insulina. A maioria dos sistemas encapsulado mostrou-se monomodal. O
tamanho médio das capsulas estave na faixa entre 1060 nm e 4880 nm. As células
encapsuladas exibiram taxas de viabilidade e desempenho bioquimico que permitem
culturas celulares prolongadas. Em todos os sistemas as células MIN-6 permaneceram
viaveis ap6s 24 horas, principalmente ALGAGA, ALGAMI, ALGCEL e ALGGELPEG,
cuja viabilidade permaneceu acima de 60 %. Todas as matrizes secretaram quantidades
fisioldgicas de insulina (1 a 11 ng/mL) e apresentaram integridade das capsulas superior
a 90 %, exceto ALGGELPEG. ALGCEL apresentou a maior eficiéncia de



encapsulamento (85 %). De acordo com o conjunto de resultados aqui discutidos,

ALGAGA, ALGCEL e ALGQUI podem ser sistemas promissores para terapia celular.



Abstract

Replacement of dysfunctional pancreatic islets of Langerhans is the last therapeutic
resource for many type 1 diabetes mellitus patients with unstable metabolic control. The
transplantation of cadaveric pancreatic islets, via perfusion through the portal vein,
has gotten considerable attention as an option for advanced therapeutic treatment. It has
the potential to restoring the regulation of insulin production in a natural way. However,
it is limited by the availability of functional islets of acceptable quality, which are in
general necessary to achieve insulin independence. In addition, cell transplantation
requires systemic immunosuppression to prevent rejection, which poses additional risks
to the patient. In this sense, the encapsulation of insulin-producing cells in pure and hybrid
alginate matrices is an alternative. Thus, this study aims to investigate the potential
and the limitations of the MIN-6 cells encapsulation process, in order to obtain an insulin
production and secretion system. In the present study, human erythroleukemia-derived
K-562 cells were encapsulated in sodium algiante by extrusion techique. The produced
systems were composed of alginate in 1 %, 1.5 %, 2 % and 3 % concentrations, as a
strategy to evaluate the potential of encapsulating MIN-6, a mouse model of insulin-
secreting lineage, in bare and functionalized alginate matrices. The systems were
composed of 2 % alginate combined with other matrices, namely: agarose (ALGAGA),
cellulose (ALGCEL), chitosan (ALGCHI), gelatine (ALGGEL), glycine (ALGGLY),
polyethyleneglycol (PEG) (ALGGELPEG), silica (ALGCHISIL) and starch (ALGSTA).
The resulting materials were characterized by dynamic laser scattering, zeta potential
measurements and Fourier transform infrared spectroscopy. Hydrogel degradation was
also evaluated. Cell physiology and viability were assessed by Trypan blue and MTT
technique and insulin secretion capacity. Most of the systems were shown to be
monomodal. Capsules mean size lay in the range between 1060 nm and 4880 nm.
Encapsulated cells exhibited rates of viability and biochemical performance that allow
prolonged cell cultures. In all systems, MIN-6 cells remained viable after 24 hours,
mainly ALGAGA, ALGAMI, ALGCEL and ALGGELPEG, whose viability remained
above 60 %. All matrices secreted physiological insulin amounts (1 to 11 ng/mL) and had
capsule integrity greater 90 %, except ALGGELPEG. ALGCEL showed the highest
encapsulation efficiency (85 %). According to the results, ALGAGA, ALGCEL and
ALGQUI can be systems for cell therapy.



1 - INTRODUCAO

A terapia celular é um campo de pesquisa multidisciplinar em que polimeros,
biomateriais, quimica de superficie e engenharia encontram-se com a biologia, a
imunologia e a medicina:. A técnica baseia-se no conceito de imobilizacao de células em
uma matriz cercada por uma membrana semipermeavel e biocompativel, protegendo as
células da resposta imunoldgica e permitindo a entrada de nutrientesz. Por outro lado, essa
membrana funciona também como um suporte para promover a proliferacdo celular e
controlar a liberacdo de agentes terapéuticos.

O transplante de tecidos e células a partir de doadores vivos e cadavéricos pode
representar a Gnica chance terapéutica para alguns pacientes. Por exemplo, a substituicdo
de ilhotas pancreéaticas de Langerhans, ndo saudaveis, € a maneira mais eficaz de restaurar
a homeostase da glicose em pacientes com diabetes melito tipo 1, com controle
metabolico instavel. Nesse sentido, é necessario o estudo de condicdes ideais para manter
ilhotas pancredticas e celulas beta em cultura, evitando condigBes estressantes
desfavoraveis até o0 momento do transplante celularss. Assim, o emprego de células beta
encapsuladass tem sido utilizado como potencial alternativa para a producéo de células
secretoras de insulina viaveis, em proliferacdo quando em condicdes de cultura e em
quantidades suficientes as necessérias a eficacia terapéutica.

O material celular encapsulado resultante pode ser injetado, enxertado ou
implantado em pacientes. Aplicacfes da terapia celular referem-se ao encapsulamento de
células para tratamento de diversas doencas, como diabetes tipo 1¢¢, doencas neuroldgicas:
e doengas hepéticas?, além do seu emprego na engenharia teciduale. Alguns estudos
empregaram a terapia celular para a producéo de cartilagem a partir do encapsulamento
de condrocitos em agaroses e células-tronco para reparo ésseov. Qutros trabalhos
encapsularam células beta em matrizes como alginato de sddios e ilhotas pancreaticas em
polietilenoglicol®, para tratamento do diabetes, bem como o encapsulamento de ilhotas
pancreéticas em silica= e em alginato/silicas.

Novos exemplos de terapia celular também incluem a fabricacdo de hidrogeis a
base de quitosana, para hospedar células-tronco mesenquimais, de modo a melhorar a
regeneracdo da medula espinhal+, e o encapsulamento de cardiomioblastos em hidrogéis
eletrocondutores, exibindo 98% de viabilidades. A producdo de materiais com finalidade
terapéutica, por sua vez, exige que as matrizes de encapsulamento sejam biocompativeis
com o tipo celular, de modo a obter-se um sistema adaptéavel as condicoes fisioldgicas e

a garantir a viabilidade celular. Além disso, esse sistema deve ser eficiente, capaz de
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produzir e liberar um determinado agente terapéutico, constituindo uma alternativa a
outras terapias clinicas.

Em relacdo ao diabetes melito, a hiperglicemia causada pelo déficit do hormonio
insulina, secretado pelas células beta pancreaticas ou pela resisténcia das células a
insulina secretada pelo organismo®, pode ser superada através da terapia celular, por
exemplo, encapsulando linhas celulares produtoras de insulina , incluindo HIT», MIN-6%,
BTCw, RIN» e INS-1», dentro de matrizes de alginato funcionalizadas. Todas as linhas séo
capazes de produzir e secretar insulina. A linhagem MIN-6 (provenientes de células de
insulinoma de camundongo), por sua vez, revela a capacidade de secrecdo de insulina
estimulada por glicose, semelhante a ilhota pancreética isolada, e tem sido amplamente
utilizada como a linhagem celular especifica das células .

O alginato de s6dio € uma das matrizes mais estudadas no encapsulamento celular,
devido a uma combinacdo de uma série de caracteristicas e propriedades, a saber:
gelificacdo adequada, viscosidade em solugdes aquosas, aprovacdo da FDA,
disponibilidade, viabilidade econémica e alto nivel de biocompatibilidade=. Apesar de
a grande maioria dos estudos empregar matrizes puras de alginato de sodio para
bioencapsulamento, esse material apresenta a desvantagem de menor estabilidade a longo
prazo em solucdo fisioldgica=. Essa limitacdo, no entanto, pode ser superada pela
funcionalizacdo de matrizes de alginato. Muitos métodos tém sido empregados para a
preparacdo de hidrogéis funcionalizados, por exemplo, a reticulacdo quimica com agentes
como glutaraldeido, genipina e carbodiimidaz. Contudo, a toxicidade celular de
reticuladores quimicos representa uma grande preocupagdo como matrizes de
encapsulamento em terapia celular.

Outra possibilidade de matrizes refere-se ao uso de reticuladores catiénicos, como
poli-L-lisina e poli-L-ornitinaz. Todavia, esses polications precisam ser revestidos com
alginato, pois a exposicdo de seus residuos leva a adesdo de células inflamatorias a
superficie da capsula= =, o que, por sua vez, aumenta o tempo de manipulacéo celular.
Assim, uma alternativa apropriada é revestir as capsulas com biopolimeros, como
celulose, colageno, agarose ou quitosana, bem como com materiais inorganicos, como
silica. As matrizes a base de quitosana, por exemplo, tém recebido consideravel atencdo
devido a sua biocompatibilidade, ndo toxicidade e biodegradabilidade. Além disso, seu
processo de preparacdo € bastante simples, consistindo em uma modificacdo fisica, na
qual o alginato é combinado com compostos organicos. Além disso, a silica é uma matriz

inorgénica que pode ser usada para revestir capsulas de alginato. A presenca de silica
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melhora a estabilidade da cépsula, enquanto controla as propriedades de difusdo da
membrana e permite imobilizagéo e transplante celular eficientex. No entanto, existem
poucos estudos explorando a funcionalizacdo de alginato com silica no contexto do
encapsulamento celular.

Nesse sentido, é necessaria uma investigacdo das matrizes de encapsulamento, de
modo a obter informagdes acerca da influéncia da natureza e da concentragdo da matriz
sobre a viabilidade e diferenciacdo de células terapéuticas, bem como da influéncia da
combinacdo de matrizes sobre a viabilidade celular e liberacdo de agentes terapéuticos.
Por esses motivos, o presente estudo promoveu, inicialmente, a obtencdo de um modelo
funcional, a partir do encapsulamento de células da linhagem eritroleucémica K-562. A
escolha das celulas K-562 como modelo deveu-se as caracteristicas dessas células, a
saber: capacidade de robustez e proliferacdo= além da sua facil manipulacdo (por serem
linhagens celulares permanentes) que crescem em suspensdo. Além disso, as células
K-562 possuem baixos custos de manutencdo. Essas caracteristicas permitem o
acompanhamento da viabilidade e proliferagéo celular durante o curso do cultivo celular,
permitindo o estudo da influéncia das matrizes de encapsulamento na funcéo celular e na
possivel toxicidade. Além disso, as células K-562 apresentam significado clinico, pois
podem se diferenciar em células hematopoiéticas sob muitas condigdes fisioldgicas=. Sob
condi¢gBes normais de crescimento, as células K-562 sdo multipotenciais e exibem
padrdes eritrdide, megacariocitico ou granulocitico=.

Essas propriedades permitem emprega-las como modelo funcional para investigar
a manutencdo da viabilidade e diferenciacdo celular no ambiente de encapsulamento,
podendo fornecer informacfes sobre comportamento das células frente a diferentes
matrizes, nas mais diversas aplicacfes da terapia celular: engenharia tecidual, como
exemplo a producdo de cartilagem e tecido 6sseo, doencas neuroldgicas e cardiacas,
insuficiéncia hepética, além do tratamento de doencas cronicas ndo transmissiveis
(DCNT), como diabetes melito.

As doencas cronicas ndo transmissiveis s&o um dos maiores problemas de salde
publica do Brasil e do mundo. Estimativas da Organizacdo Mundial da Saide (OMS)
indicam que sdo responsaveis por 71 % das 57 milhGes de mortes ocorridas globalmente
em 2016%*=, No Brasil, as DCNT séo igualmente relevantes, tendo sido responsaveis, em
2016, por 74 % do total de mortes, com destaque para diabetes (5 %)=. Em 2019, no
conjunto das 27 capitais brasileiras, a frequéncia do diagnéstico médico para o diabetes

melito foi de 7,4 %, sendo maior entre as mulheres (7,8 %) do que entre 0os homens
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(7,1 %)=. A terapia medicamentosa do diabetes melito é representada, para o tipo I, pela
administracdo de insulina, cujos tipos diferem em termos de inicio e duragdo de acdo
(ultrarrapida, rapida, intermediaria e lenta), espécie de origem (humana, suina, bovina ou
mistura de bovina/suina) e pureza. Ja para o tipo Il, o tratamento é realizado a base de
farmacos antidiabéticos orais, como hipoglicemiantes, sensibilizadores de insulina e anti-
hiperglicemiantes.

Contudo, o tratamento medicamentoso do diabetes melito, sobretudo do tipo I,
apresenta desvantagens, como a necessidade de conservacdo da insulina em ambiente
refrigerado, a administracdo diaria e o risco de hipoglicemia associado e de ganho de peso
associado. Nesse sentido, a terapia celular pode ser uma alternativa ao tratamento do
diabetes melito, a partir do encapsulamento das células MIN-6 em matrizes de alginato
combinadas com polissacarideos naturais, polimeros organicos ou inorganicos.

O escopo da presente tese investiga a viabilidade e a funcionalidade de células
MIN-6, encapsuladas em matrizes hibridas de alginato, de forma a constituir sistemas de
producéo e secrecdo de insulina. O capitulo de Revisdo Bibliogréfica aborda as celulas
mais comumente empregadas na terapia celular, bem como os principais materiais
utilizados no encapsulamento. Apds a explicitacdo da hipotese e objetivos da presente
tese, o Capitulo da Parte Experimental descreve as condi¢cbes metoldgicas em termos do
encapsulamento de células K-562 e células MIN-6, dos ensaios de viabilidade e
diferenciacéo celular, bem como das técnicas de caracterizacdo dos materiais. O Capitulo
de Discussdo e Resultados encontra-se estruturado sob duas partes: encapsulamento das
Células K-562 e encapsulamento das Células MIN-6. Finalmente, o dltimo capitulo

descreve as principais conclusdes obtidas na presente tese.



2 —REVISAO BIBLIOGRAFICA

A terapia celular administracdo de células direcionadas a locais especificos do
organismo, onde exercerdo efeitos terapéuticos, foi, primeiramente, considerada como
uma plataforma para suprir a falta de 6rgaos funcionais ou para promover a liberagdo
sustentada de fatores terapéuticos. Com os avangos da engenharia tecidual e da medicina
regenerativa, o potencial da terapia celular, por meio do encapsulamento de células, tem
aumentado e a sua aplicabilidade ampliada=.

Nesse sentido, os protocolos de terapia celular podem representar uma opcéo
frente a escassez de doadores de 6rgaos e frente aos problemas relacionados ao reparo de
tecidos lesados. Embora haja um nimero enorme de procedimentos cirdrgicos realizados
a cada ano, para substituir ou reconstruir tecidos danificados por doencas
cronicas/degenerativas, lesGes, malformacdo congénita e cancer=, ha ainda uma grande
lacuna entre a demanda de 6rgdos e tecidos de substituicdo, e os pacientes que, de fato,
sdo transplantados®. Dessa forma, a terapia celular, por meio do encapsulamento de

células, pode ser uma alternativa aos transplantes, bem como a diversas doencas.

2.1 - PRINCIPAIS MATERIAIS DE ENCAPSULAMENTO CELULAR

Trés principais classes de polimeros naturais s&o utilizados no encapsulamento de
células: polissacarideos, polipeptideos e polinucleotideose. Entre essas, 0s
polissacarideos sdo 0s mais comumente empregados®. A razdo para iSso &,
provavelmente, o fato de os mesmos permitirem condicGes brandas de encapsulamento e
ndo interferirem na sobrevivéncia funcional das células® «. Outra razdo pertinente é a
formacdo de hidrogéis pela maioria dos polissacarideos=. Hidrogéis sdo polimeros que
absorvem agua sem se dissolver e tém propriedades benéficas para o encapsulamento:
eles sdo flexiveis e estaveis*. Dentre os polissacarideos utilizados destacam-se o alginato
de sddio, a agarose, o colageno, a quitosana, a celulose e o polietilenoglicol, a seguir

descritos.

2.1.1 — Alginato de Sodio

O alginato de sodio € um polimero anionico natural isolado de Azotobacter
vinelandii, de varias espécies de Pseudomonas e de algas«=. O alginato mais comumente
aplicado em processos de encapsulamento celular é aquele obtido a partir de algas

marrons« <, Trata-se de um polissacarideo linear em que 0s residuos 1,4’-B-D-acido



manuronico (M) e a-L-&cido gulurénico (G) dispdem-se em diferentes sequéncias®
(Esquema 1). Dois blocos G alinhados lado a lado formam um orificio com dimenséo
especifica capaz de ligar seletivamente fons divalentes». Além dos cations Ca?*, Sr** ou
Ba?*, outros como Pb?*,Cu?*, Cd?*, Co?*, Ni%*, Zn?* e Mn?" também formam géis, porém
sua aplicacdo é evitada, pois podem ser toxicos as células«. A capacidade de formar géis
depende exclusivamente dos cations divalentes=. As liga¢fes cruzadas ocorrem por meio
da substituicdo dos ions Na*, provenientes das unidades G, com os ions divalentes,
resultando numa associacao de cadeias que constitui as zonas de jungao do modelo “caixa
de ovo” (Esquema 1)=. Isso se refere ao fato de a cadeia de unidades de acido gulurénico
ser mostrada como um anélogo dimensional de uma caixa de ovo ondulada com

intersticios, em que os ions divalentes podem ser coordenados®.
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Esquema 1. Representacdo da interacdo entre as cadeias de alginato e o ion divalente
Ca2*. Adaptado da referéncia 49.

Os alginatos com maior conteudo de &cido manurénico sdo preferidos em
aplicacBes em que se buscam géis mais flexiveis. Ja aqueles com maior teor de acido
gulurénico sao preferiveis quando uma estrutura rigida é requerida®. A formacao do gel
esta associada a afinidade do alginato, sobretudo dos residuos de acido gulurénico ao
cation divalente». Os processos sol-gel sdo usualmente aplicados para produzir capsulas
de alginato. Esse método envolve a adicdo de uma solucdo de alginato, contendo as

células terapéuticas, a uma solugdo com cétions divalentes, como Ca?*, Sr?* ou Ba?*.

2.1.2 — Quitosana
A quitosana é um polication encontrado em conchas de crustaceos, fungos,

insetos, anelideos e moluscos®. O Esquema 2 apresenta a estrutura da quitosana.
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Esquema 2. Estrutura da quitosana.

Esse polissacarideo é soltuvel em solucdes acidas«. Ao contrario do alginato e de
outros materiais como agarose, a quitosana ndo tem sido intensivamente testada em
aplicacdes de imunoprotecdo. Isso ocorre devido ao fato de ela ndo ser facilmente
dissolvida em meios cujo pK seja superior a seiss. Além disso, por ser um polication,

possui propriedades mucoadesivas e exibe citotoxicidade celulars.

2.1.3 — Agarose

A agarose foi a primeira a ser utilizada no encapsulamento celular=. E um
polissacarideo obtido do agar e apresenta a estrutura abaixo (Esquema 3). A agarose
permite o encapsulamento de células sob condi¢cBes brandas e ndo interfere na
sobrevivéncia celular. O gel imunoprotetor formado baseia-se em métodos de

suspensdo-gelificacdo a temperatura controladax.
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Esquema 3. Estrutura da agarose.

2.1.4 — Polietilenoglicol (PEG)

O polietilenoglicol ¢ um poliéter composto por unidades de etilenoglicol
(Esquema 4), que é produzido a partir da interacdo entre oxido de etileno e &gua,
etilenoglicol ou oligbmeros etilenoglicol, em uma reacéo catalisada por acidos ou basess.
Trata-se de um dos poucos polimeros sintéticos que permite o encapsulamento celular,
pois a sua sintese ndo emprega solventes agressivos: geralmente utiliza dgua, etilenoglicol

ou etanol no processo de sintese. Hidrogéis de polietilenoglicol apresentam vantagens em
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relacdo a outras moléculas sintéticas que formam hidrogéis: esses tém, por exemplo,

elevado contetido de aguax.

Esquema 4. Estrutura do polietilenoglicol a partir de unidades etilenoglicol.

2.1.5 - Colageno

Os hidrogéis de colageno podem ser preparados em geometrias diferentess. De
todos os tipos, o colageno tipo | é o mais comumente empregado em encapsulamento, por
conta da sua abundancia e por apresentar menor potencial de reacGes alérgicas®. Sua
aplicacdo como matriz de encapsulamento esta limitada, devido as fracas propriedades
mecanicas, ao baixo tempo de estabilidade e a dificuldade de controle da permeabilidades:.

O Esquema 5 mostra os principais aminoacidos do colageno.

Glici 0o
icina H H
C
HZC/ \OH H Prolina
0]
NH
2 H 0
- Hidroxiprolina
H
HO

Esquema 5. Estrutura dos principais aminodcidos do colageno: glicina, prolina e
hidroxiprolina.

2.1.6 — Celulose

A celulose é o componente estrutural da parede celular primaria de plantas verdes,
muitas formas de algas e oomicetoss’. E um polissacarideo que consiste em uma cadeia
linear de unidades ligadas de D-glicose p (1 — 4) (Esquema 6). E biodegradavel, porém
a degradacgdo da celulose em animais e humanos pode ser limitada, devido & auséncia de

hidrolase que degrada a ligacéo (1 — 4) em mamifeross.
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Esquema 6. Estrutura da celulose.

2.2 - CELULAS ENCAPSULADAS

O alginato é um dos materiais mais empregados para encapsulamento de célulase®.
Originalmente, foi introduzido para encapsular ilhotas pancreaticas para tratamento do
diabetes®. Desde entdo, é aplicado também para encapsular outras células, como células
enddcrinas e células recombinantes para a liberacdo de produtos de gene terapéuticos,
como fator de crescimento e fator de coagulacdo humano IX=«, A Tabela 1 apresenta

aplicacdes de células a partir do seu encapsulamento em matrizes de alginato.
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Tabela 1. AplicacOes de células encapsuladas em matrizes de alginato de sodio.

Material Tipo celular Aplicacdo Referéncia
Alginato Celulas-tr,opco da mucosa Regeneracéo de 61
olfatoria humana nervos
Alginato Celulas—tronc_o Regeneracédo 6ssea 62
mesenquimais
. ) . Investigacdo da
Alginato Células de Leydig viabilidade celular 63
Alginato/laponita Células-tronco Regeneracao 64
endodontica
Alginato Células de mamifero Apllc,ag_oes 65
biomeédicas
. Células do plexo coroide Tratamento da
Alginato X 66
de porco doenca de Parkinson
. Células-tronco Tratamento da
Alginato L X 67
mesenquimais osteoartrite
Alginato Condrdcitos (células Enge(r; I;a;lfotggldual 68
g ATDC5) P
cartilagem)
Fibroblastos e células
Alginato endoteliais de veia Engenharia tecidual 69
umbilical humana
. Células pré-osteoblasticas . .
Alginato (linhagem MC3T3-E1) Engenharia tecidual 70
Tratamento de
Alginato/gelatina Cardiomioblastos doencas 71
cardiovasculares
Alginato/matacrilato Fibroblastos Apllc_a GOES d? . 72
engenharia biomédica
Alginato/matriz Células-tronco derivadas A
. . Osteogénese 10
extracelular de tecido adiposo humano
Alginato/colageno Celulas-tronco Neurogénese 73
pluripotentes
Alginato/gelatina/fibrina Células HepG2 Engenharia tecidual 74
Células-tronco
Alginato/quitosana mesenguimais da medula  Engenharia tecidual 75
0ssea
Alginato/gelatina Condrdcitos Prody(;ao de 76
cartilagem
Alginato/gelatina/celulose Celulas-tronco Engenharia tecidual 77

mesenquimais

De acordo com a Tabela 1, observa-se grande emprego do alginato na engenharia
tecidual. A grande maioria dos trabalhos utiliza matrizes puras de alginato para encapsular
células-troncos 257, células de Leydig=, células de mamiferos, células do plexo coroide
de porco=, condrdcitos®, fibroblastos® e células pre-osteoblasticas, visando a aplicagdes
na regeneracdo de nervos e cartilagem, em osteogénese, no tratamento da doenca de
Parkinson e da osteoartrite e outras. Poucos trabalhos funcionalizam o alginato para a

engenharia tecidual. Exemplos incluem a funcionalizagdo com laponita=, gelatina™ ,
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matriz extracelulare, metacrilato, coladgeno” gelatina/fibrina#, gelatina/celulose” e
quitosanar, encapsulando, células-tronco, cardiomioblastos, fibroblastos e condrdcitos.
A Tabela 2 mostra os principais tipos celulares encapsulados em agarose.

Tabela 2. AplicacGes do encapsulamento de células em agarose.

Material Tipo celular Aplicacdo Referéncia
Fibrina — agarose Condrocitos Engenharia tecidual 78
Agarose Condrocitos Engenharia tecidual 79
Agarose Células-tronco Terapia de emergéncia para 80

cardiacas isquemia cardiopatica
Agarose Células de mamiferos Terapia celular 81
Agarose Condrocitos Producdo de cartilagem 82
Agarose — PEG Condrocitos Engenharia tecidual 83
Agarose — Células endoteliais e . .

hidroxiapatita fibroblastos Engenharia tecidual 84
Agarose - celulose Condroécitos Engenharia tecidual 85

PEG = polietilenoglicol

Com base na Tabela 2, as principais aplicacbes do encapsulamento celular em
agarose referem-se ao seu emprego na engenharia tecidual, utilizando matrizes puras de
agarose. A técnica é utilizada para encapsular células-tronco® e condrocitos®  « =,
produzindo cartilagens e viabilizando o tratamento de problemas cardiacos. A
funcionalizacdo da agarose é pouco comum. Alguns estudos integraram PEG e celulose
a agarose, para producdo de cartilagem a partir de condrocitos= =, além de células
endoteliais e fibroblastos* em agarose com hidroxiapatita.

Em relacdo as matrizes de colageno, alguns estudos empregaram materiais
funcionalizados com quitosana®, alginato:, PEGe=, fibrina=, fibras de seda* e &cido
hialurdnico”, sendo dirigidos a engenharia tecidual, utilizando células-tronco. Outros
trabalhos empregaram matrizes puras de colageno, encapsulando neurdnios®, células-
tronco= ¢ =, condrocitos= =, fibroblastos® e cardiomidcitos® para fins de engenharia
tecidual. (Tabela 3).
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Tabela 3. Aplicacdes do encapsulamento celular em matrizes a base de colageno.

Material Tipo celular Aplicacdo Referéncia
Colégeno tipo | Neurénios Engenharia tecidual 86
neuronal
. . Células-tronco mesenquimais Infarto agudo do
Quitosana/colageno humanas miocardio 87
Colégeno tipo | Celulas-tronco de tecido Osteogénese 88
adiposo humano
Colageno Condraocitos Engenharia tecidual 89
Colageno Fibroblastos Engenharia tecidual 90
Colagenofalginato Células-tronco mesenquimais Medlcm_a 91
humanas regenerativa
Coléageno/PEG Células intersticiais valvulares Osteogénese 92
Colagenoffibrina Células-tronco mesenquimais Engenhgrla tecidual 93
humanas 0ssea
Fibras Eje seda — Células-tronco mesenquimais Engenharia tecidual 94
colageno humanas
Células de feocromocitoma de Aplicacies de
Colégeno tipo | rato (PC12) e células PICACOES € 95
N engenharia tecidual
endoteliais da aorta de rato
Cola}geno tl_po le Condrécitos EngenharlaAtemdual 9%
coléageno tipo Il (condrogénese)
ColafgenoA—_audo Células-tronco mesenquimais Engenharia tecidual 97
hialurdnico humanas
. Células-tronco mesenquimais  Engenharia tecidual
Colageno o 98
humanas (condrogénese)
Colageno Cardiomidcitos Engenharia tecidual 99

PEG = polietilenoglicol

A Tabela 4 apresenta o encapsulamento celular com PEG.
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Tabela 4. Encapsulamento de células em PEG e aplicacOes terapéuticas.

Material Tipo celular Aplicacdo Referéncia
Engenharia tecidual
PEG Condrdcitos (producéo de 100
cartilagem)
Alginato/PEG Células Hela Sistema (,je cultivo de 101
células
PEG Células-tronco Engenharia tecidual 102
mesenquimais
. x Engenharia tecidual
PEG Celﬂﬁ;ﬁgggfﬁfg;ﬁgdm (produgdo de endotélio 103
vascular)
PEG — heparina/PEG .
— 4cido hialuronico Células-tronco .
mesenquimais derivadas de Engenharia tecidual 104
tecido adiposo
PEG Células primérias de Engenharia tecidual 105
glandulas salivares (regeneracgéo de
glandulas salivares)
PEG Cardiomioblastos Engenharia tecidual 106

(linhagem PS50P) (reparo de miocérdio)

PEG = polietilenoglicol

De acordo com a Tabela 4, as principais aplica¢fes referem-se ao encapsulamento
celular a partir de matrizes puras de PEG, para fins de engenharia tecidual, utilizando,
basicamente, os mesmos tipos celulares anteriores (condrocitose células-troncow ),
além de células primérias de glandulas salivares® e cardiomioblastos«. Observam-se
matrizes funcionalizadas com alginato, heparina e acido hialurénico, para
encapsulamento, respectivamente, de células Hela (sistema de cultivo de células) e
células-tronco* para a engenharia tecidual. Outros polimeros sintéticos com aplicacdes
biomédicas referem-se a alcool polivinilico, polietersulfona, poliuretano, polipropileno,
sulfato de poliestireno sédico, poliacrilato e AN69« (copolimero de acrilonitrila e metalil
sulfonato de sédio com alta capacidade de adsorc¢éo).

Além de alginato de sddio, agarose, colageno e celulose, a quitosana € um
polimero natural também empregado em aplicacdes terapéuticas. Contudo, seu uso no
encapsulamento de células é restrito. Ha dois trabalhos que produziram, respectivamente,
microcapsulas a base de sericina — alginato — quitosana e a base de alginato — quitosana
galactosilada, para encapsular hepatdcitos « », como alternativa ao tratamento da
insuficiéncia hepatica. Outros estudos encapsularam condrocitos em matriz de goma
gelana com carboximetilquitosana, e fibroblastos em quitosana — alginato, contendo

nanotubos de haloisita:*. Ambos tiveram por objetivo aplicagGes em engenharia tecidual.

16



Outros polimeros naturais, como celulose e xantana, tém seu uso na terapia
celular. A primeira foi aplicada, combinada com alginato, no encapsulamento de células
olfatériasw:, para tratamento de injurias da medula espinhal e, puramente, no
encapsulamento de células epiteliais citotdxicas=» 2, para tratamento de cancer
pancreatico=+ s, bem como para encapsular linhagens celulares produtoras de insulina
(HIT-T15)x, além de células renais embrionarias e células de hibridoma:=, Ja a xantana
foi utilizada para encapsular condrdcitos.

A técnica de encapsulamento, por sua vez, ndo se limita a matrizes naturais. E
possivel a conjugacdo de materiais de natureza inorganica com sistemas biologicos:=:x,
Aplicacbes da técnica sol-gel foram utilizadas na producdo de sistemas, contendo
foliculos ovarianos:, para producao e secrecdo de hormonios, e para engenharia tecidual
com fibroblastos em matrizes de silica/alcool polivinilicow=.

Conforme anteriormente apresentado, matrizes de alginato sdo as mais
empregadas na técnica de encapsulamento. Contudo, ha a desvantagem de 0 mesmo ser
instavel em condicdes fisioldgicas, 0 que acarreta o risco de rapida desintegracdo da
matriz, deixando as células vulneraveis ao sistema imunoldgico e inviabilizando a
cinética de liberacdo de agentes terapéuticos. A maioria dos estudos explora o
encapsulamento de células-tronco, condrocitos e fibroblastos nessas matrizes, para fins
de engenharia tecidual.

Dentre as doengas cronicas, o diabetes melito, caracterizado por um nivel elevado
de glicose sanguinea, devido a producdo inadequada de insulina e/ou a resisténcia a
insulina, afeta 415 milhdes de pessoas em todo o mundo (estima-se um aumento para 642
milhdes em 2040)=:. Nesse sentido, outras opcdes de tratamento, além da administracdo
diaria de insulina e hipoglicemiantes, sdo relevantes. Dessa forma, o transplante de ilhotas
pancreaticas cadavéricas, via perfusdo pela veia porta, ganhou consideravel aten¢do como
opcao de tratamento terapéutico avangado, com potencial de reestabelecer naturalmente
a producdo regulada de insulina. Todavia, é limitado pela disponibilidade de ilhotas
funcionais de qualidade aceitdvel, que geralmente sdo necessérias para alcancar a
independéncia de insulina. Além disso, o transplante de células requer imunossupressao
sistémica para prevenir a rejeicdo, o que representa riscos adicionais ao paciente.

Por essas razdes, a terapia celular, por meio do encapsulamento de ilhotas
pancreaticas ou celulas beta, pode ser uma alternativa ao tratamento do diabetes melito.

A Tabela 5 apresenta os materiais empregados no encapsulamento de ilhotas pancreéticas.
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Tabela 5. Encapsulamento de ilhotas pancreaticas e células beta para o tratamento do

diabetes melito.

Material Tipo celular Aplicacdo Referéncia

Coléageno/alginato Ilhotas pancreéticas Tratamento do 122

diabetes tipo 1
Acido
hialurénico/ Células de rato Ins 1E g{:;igg?}oodg 123
Alginato P

Tratamento do
diabetes tipo 1
. - - Tratamento do
Alginato — fibrina Ilhotas pancreaticas de porco diabetes tipo 1 125

Tratamento do

Pectina/alginato Ilhotas pancreéticas 124

Agarose Ilhotas pancreéticas de porco diabetes 126
Agarose Ilhotas pancredticas Tratgmento do 127
diabetes
Alginato Ilhotas pancreéaticas Tratamento do 128
diabetes
PEG Células-B pancreaticas MIN-6 Tratamento do 129
diabetes
. . Tratamento do
Alginato Ilhotas pancredticas diabetes tipo 1 130
PEG - heparina Ilhotas pancredticas com células- Tratamento do 131
tronco mesenquimais diabetes tipo 1

PEG = polietilenoglicol

Na literatura, a terapia celular para o tratamento do diabetes refere-se ao
encapsulamento de ilhotas pancreéticas, células beta e células produtoras de insulina em
matrizes puras de PEG, alginato = e agarose =, bem como em PEG funcionalizado
com heparina=. Além disso, h& estudos que encapsularam ilhotas em alginato
funcionalizado com pectina=, fibrina» e coldgeno=. Outro estudo encapsulou células
secretoras de insulina (Ins 1E) em alginato combinado com acido hialurénico. Esses
estudos ndo apresentaram diferencas em termos de interacdo entre as matrizes
encapsuladoras e as células, de modo que foi observada a sobrevivéncia celular em todas
as matrizes.

Outros trabalhos empregaram a tecnologia biosil, que consiste no encapsulamento
de células a partir de uma camada de silica sol-gel, depositada sobre a superficie celular.
Dois estudos utilizaram esse método para encapsular ilhotas pancreaticas=-=. Ratos
diabéticos receberam ilhotas encapsuladas e mantiveram a glicemia em niveis normais.
A restauracdo da glicemia por um periodo longo (aproximadamente 60 dias) também

indicou a viabilidade das ilhotas.
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De um modo geral, poucos trabalhos promoveram a integracdo de materiais na
producdo de sistemas biolégicos, como, por exemplo, o0 revestimento de cépsulas de
alginato com outros polimeros. Considerando-se a instabilidade fisioldgica do alginato,
devido a troca de ions Ca?* por ions Na*, a combinagio dessa matriz com outros materiais
aumenta a estabilidade mecanica do alginato. Desse modo, a sua integragdo com outras
matrizes promove a obtencdo de c&psulas mais estaveis, o que propicia, quando em meio
fisiologico, uma maior sobrevida do sistema e, consequentemente, melhora a eficacia do
tratamento, favorecendo a producdo e a liberacdo do agente terapéutico em taxas
controladas.

Por essas razdes, o encapsulamento de células produtoras de insulina, como as
células B de insulinoma de camundongo (MIN-6), na busca de uma estratégia de protecéo
dessas celulas a imunossupressao, torna-se necessario. Assim, é fundamental a obtencéo
prévia de um modelo funcional, a partir do encapsulamento de células da linhagem
eritroleucémica K-562, a fim de investigar o comportamento das células em termos de
viabilidade e diferenciagdo, frente ao ambiente de encapsulamento. Nesse trabalho,
optamos por empregar essa linhagem, dada sua capacidade de diferenciacao celular, uma
vez que é utilizada em modelos de diferenciacéo eritroide e megacariocitica, permitindo,
por isso, avaliar a manutencdo do potencial de diferenciacdo celular em condigdes de
encapsulamento. Além disso, com base nas caracteristicas dessas células, como robustez,
elevado potencial de proliferacao e de diferenciacdo, além da facilidade de manipulacao,
a presente linhagem possui um perfil adequado para obter informacdes acerca de
viabilidade, funcionalidade e diferenciacdo em condic¢des de encapsulamento.

As células K-562 pertencem a uma linhagem eritroleucémica humana, que foi
isolada de um paciente com leucemia mieloide cronica. H4 um estudo que encapsulou
células K-562 em alginato/poli-L-lisina, com o objetivo de obter um modelo celular de
encapsulamento, para observar proliferagdo, crescimento e metabolismo==. Ja as células
MIN-6 constituem uma linhagem derivada de células beta de insulinoma de camundongo.
Na literatura, hd dois estudos que encapsularam células MIN-6, respectivamente em
quitosana/alginato e em alginato combinado com aminopropil-silicato=.

Dessa forma, surgiu-nos alguns questionamentos: é possivel encapsular células 3
de insulinoma de camundongo (MIN-6) em diferentes matrizes, empregando células da
linhagem eritroleucémica K-562 como modelo funcional de encapsulamento?

Polissacarideos naturais de agarose, amido, celulose, gelatina e quitosana, que

possuem boa biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixo custo, foram combinados
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ao alginato, além da glicina, do polietilenoglicol (PEG) e da silicas « 7 7 101 15 e 1,
Possivelmente, as interagOes estabelecidas entre os compostos foram ligacOes de
hidrogénio, interacBes hidrofdbicas e eletrostaticas. O processo consistiu na mistura do
alginato com esses materiais, constituindo um método simples e acessivel. Agarose,
amido, celulose, gelatina, glicina, quitosana e PEG, quando combinados com o alginato,
estabilizam-no, melhorando a estabilidade fisioldgica, a fixacdo e a proliferagdo celular
e, permitindo, com isso, a producdo e secrecdo de insulina. Além disso, a integracao
dessas matrizes ao alginato dificulta o vazamento de células, o qual pode ser favorecido
pela porosidade do alginato~.

A quitosana, polication cuja estrutura possui grupos amino, foi empregada para
estabilizar o alginato por meio da neutralizacdo das cargas negativas dos grupos
carboxilicos®, sendo também integrada entre o alginato e a silica para evitar a repulséo
entre as cargas negativas do alginato, em pH 7, e dos grupos silandis da silicax.
Comparativamente aos materiais organicos, a silica apresenta vantagens relacionadas as
suas propriedades intrinsecas, como estabilidade fisica e quimica em relagdo a solventes
e pH, além da flexibilidade do método sol gel. A gelatina e a glicina foram combinadas
ao alginato, pois devido a falta de motivos apropriados no alginato, as células
encapsuladas podem ligar-se fracamente, necessitando da adicdo de aminoacidos ou
proteina=. Em relacdo a gelatina, destaca-se a presenca de um motivo especifico
(arginina-glicina-aspartato) que melhora o comportamento funcional da célula.

O PEG foi integrado a gelatina, que resulta da degradacdo do colageno, cujos
principais aminodcidos sdo glicina, prolina e hidroxiprolina. Com essa combinagdo, €
possivel imitar aspectos da matriz extracelular, favorecendo a sobrevivéncia e a funcdo
das células encapsuladas®.

Dessa forma, sera possivel avaliar o potencial de liberacdo de insulina a partir de
células MIN-6 encapsuladas em matrizes puras de alginato e combinadas com agarose,
amido, celulose, gelatina, gelatina/PEG, glicina, quitosana e quitosana/silica? Até que
ponto a natureza da matriz afeta a viabilidade celular? E possivel combinar matrizes
organicas e inorganicas sem comprometer a viabilidade celular?

Os materiais empregados no encapsulamento celular, para aplica¢cdes biomédicas,
referem-se a diversos tipos celulares. Exemplos incluem células olfatorias, que foram
encapsuladas em alginato/celulose e mantiveram-se viédveis por 20 dias=. O percentual
de encapsulamento para a matriz pura de alginato foi entre 7 % e 24 %, aumentando para

cerca de 34 % ao ser combinado com celulose. Outro estudo encapsulou cardiomioblastos
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em alginato com gelatina durante 7 dias®, havendo melhora da viabilidade. A proliferacédo
celular, todavia, foi reduzida com o encapsulamento. Ja células-tronco e células HelLa
(linhagem celular humana) foram encapsuladas, respectivamente, em alginato
funcionalizado com quitosanar, e em PEG:, mantendo-se ambas viaveis por 15 dias apos
encapsulamento. Periodo maior de viabilidade (27 dias) foi observado com células renais
encapsuladas em alginato/agarose. Além disso, ilhotas pancredticas encapsuladas em
alginato e silica ndo modificaram sua capacidade de produzir insulina e manterem-se
sensiveis a estimulacdo da glicose=.

Dessa maneira, de acordo com os resultados da literatura, as matrizes empregadas
na funcionalizagdo do alginato, de modo a obter-se materiais hibridos, geraram sistemas
eficientes, os quais mantiveram as células viaveis por periodos longos e promoveram
proliferacdo celular. Com base nessas conclusdes, o presente estudo busca melhorar a
estabilidade mecénica do alginato em solucéo fisiologica, combinando-o com agarose,
amido, celulose, gelatina, gelatina/PEG, glicina, quitosana e quitosana/silica, a fim de
investigar a influéncia da natureza da matriz sobre a viabilidade celular, e obter, com isso,
combinagbes promissoras, de modo a garantir a producdo de um material de boa
estabilidade e permeabilidade adequada, permitindo o fluxo de oxigénio e nutrientes e
mantendo as celulas MIN-6 vidveis e funcionais.

A hipoétese da presente tese é que 0 encapsulamento de células B de insulinoma de
camundongo (MIN-6) em matrizes de alginato, combinadas com agarose, amido,
celulose, gelatina, gelatina/PEG, glicina, quitosana e quitosana/silica é capaz de constituir
um sistema de producdo e secrecdo de insulina, como alternativa ao tratamento do

diabetes e aos transplantes de células pancreéticas.
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3-OBJETIVOS

3.1- OBJETIVO GERAL
O objetivo geral do presente estudo € investigar as potencialidades e
limitacGes do processo de encapsulamento de células MIN-6, a fim de obter um

sistema de producao e liberacdo de insulina.

3.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Selecionar matrizes biocompativeis, ndo tdxicas e com porosidade
adequada, de modo a manter a viabilidade celular.

- Avaliar a manutengdo da capacidade de diferenciacdo celular e da
atividade metabdlica de células MIN-6 nas condicGes de encapsulamento.

- Avaliar o efeito da funcionalizacdo de matrizes sobre a viabilidade
celular.

- Correlacionar caracteristicas estruturais da capsula com a atividade

metabolica das células MIN-6.
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4 - PARTE EXPERIMENTAL
4.1 - MATERIAIS E REAGENTES

Células K-562 (ATCC® CCL-243™); células MIN-6 (provenientes de insulinoma
de ratos transgénicos C57BL/6) (ATCC®CRL-11506™) (Banco de Células do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil); meio de cultura RPMI (Roswell Park Memorial Institute)
1640 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha); bicarbonato de sédio P.A. (Casa da
Quimica Industria e Comércio LTDA, Diadema, Brasil); soro fetal bovino (Gibco;
Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, USA); penicilina (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Alemanha); estreptomicina (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil); tripsina - 0,5 % - EDTA
10 x (Life Technologies Corporation, Nova lorque, USA); agarose (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Alemanha); alginato de sodio (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha);
celulose (Sigma Aldrich, Steinheim, Germany); gelatina (Gelita, Eberbach, Alemanha);
glicina (Sigma Aldrich, Steinheim, Alemanha); hidrogel de amido de milho liofilizado;
polietilenoglicol 20000 (PEG) (Merck-Schuchardt, Hohenbrunn, Alemanha); quitosana
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha); cloreto de célcio dihidratado (Vetec Quimica
Fina LTDA, Rio de Janeiro, Brasil); tetraetilortossilicato (TEOS) (Shinetsu, Téquio,
Japdo); corante Trypan blue 0,4% (Gibco; Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham,
USA); brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lio bromide (MTT) (CCKS,
Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brazil); dimetil sulféxido (DMSO, Quimis, St. Louis, USA);
cloreto de hemina (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha); 3,3’-diaminobenzidina
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha); peroxido de hidrogénio P.A. (Vetec Quimica
Fina LTDA, Rio de Janeiro, Brasil); kit ELISA ultrassensitiva para insulina de rato

(Cayman Chemical Company, Michigan, USA) foram empregados como recebidos.
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4.2 — PROCEDIMENTOS DE PREPARACAO E AVALIACAO DOS

HIDROGEIS

O Esquema 7 representa o processo global de obtencdo, caracterizacdo e

viabilidade dos hidrogéis com células K-562 e dos hidrogéis com células MIN-6.

[ PRIMEIRA PARTE ]

—[ Cultivo das Células K-562 ]
Sistemaz
- ALG 1%, ALG15%, ALG2 %,
Sinteze e ELY
ALG 3 %/5IL

Determinacdo da eficiéncia de
Eficiéndia do encapsulzmento
Encapsulamenta Ensaio com Trypan blue

En=zio com MTT

Microscopia Eletranica
de Varredurz [SEM)
Disperz3o de Luz Dindmica (DLS)
Potancizl Zeta
Espalhamento de Raios X
e Baixa Angula {3AX5)
Espectroscopia Molecular no
Infravermelho com Transformada
de Fourier (FTIR)

Encapsulamento

™~
o
)
e
W
=
=
k]
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)
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[ Diferencizcdo Celular ]—( Diferencizgdo Eritroide
—[ Desintegracio das Capsulas ]

[ SEGUNDA PARTE }

—[ Cultivo das Células MIN-& ]
Sistemas

Sfrmﬂ_l! a . ALG, ALGAGA, ALGAMI,
Caracterizacio ALGCEL, ALGGEL, ALGGELFEG,

Dispers3o de Luz Dindmica (DLS)
Patencial Zeta
Espectroscopia Molecular no

de Fourier (FTIR)

ALGG”_. F‘.LGQUl_, ALGOLISIL Infraveimelho com Transformada

Determinacdo da eficigncia de
Eficiéncia do encapsulzmento
Encapsulamento Ensaio com Trypan Bue
Enszaio com MTT
—[ Secrecdo de Insulina ]
_[ Desintegracio das Capsulas ]

Encapsulamento
de Células MIN-6

Esquema 7. Etapas de sintese, caracterizacdo e viabilidade celular dos hidrogéis com

células K-562 e dos hidrogéis com células MIN-6.

De acordo com o Esquema 7, o processo de encapsulamento das células K-562 e
MIN-6 dividiu-se em trés etapas: cultivo das células, sintese e caracterizacdo dos

materiais e eficiéncia do encapsulamento.

4.3 - CULTIVO DAS CELULAS

As células K-562 (ATCC® CCL-243™) (passagens 8 a 10) foram cultivadas em meio
RPMI 1640, suplementado com soro fetal bovino 10 %, bicarbonato de sédio
2 g L, L-glutamina, penicilina 100 Ul mL™ e estreptomicina pg mL™, em uma atmosfera
umidificada com CO25 % a 37 °C. A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de
extrusdo com Trypan blue, e todas as culturas utilizadas apresentaram 95 % de

viabilidade. A cultura com 1 x 108 células viaveis mL™ foi utilizada para encapsulamento
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em diferentes matrizes. As células MIN-6 (ATCC® CRL-11506™) (passagens 53 a 58) foram
cultivadas nas mesmas condicBes empregadas para as células K-562. A cultura com 1 x 10° células
viaveis mL™, ap6s tripsinizagdo com tripsina 0,5 % — EDTA 5,3 mM (1:10), foi utilizada

para encapsulamento em diferentes matrizes.

4.4 - ENCAPSULAMENTO CELULAR
4.4.1 — Encapsulamento das Células K-562 e MIN-6

O encapsulamento das células K-562 foi realizado com alginato de sddio 1 %,
1,5 %, 2 % e 3 % por meio da técnica de extrusdo. A uma solucdo aquosa de alginato de
sddio (10 mL) foi adicionado 1 mL de suspenséo celular (1 a 3 x 10° células viaveis
mL1), agitando-se levemente por 1 minuto. Em seguida, essa solucdo foi lentamente
gotejada sobre uma solucdo de CaCl> 0,1 M (20 mL), sob agitagdo a temperatura
ambiente. As capsulas formadas foram centrifugadas, lavadas com solugcdo tampéo-
fosfato (PBS) (pH 7,4) e armazenadas em meio de cultura RPMI 1640 a 37 °C e CO>
5 %. O Esquema 8 (a) apresenta o processo de encapsulamento com alginato de sodio.

(a)
Encapsulamento de
células K-562

em alginato \7/ /'
b
)
)
Células K-562
—_—
b Alginato + células
( b ) K-562 Capsulas
) Solugdo de com células K-562
quitosana 0,4 % em = em meio de cultura,
acido acético 2 % v 0,5 %, 37°C
: ‘
& l*(
&
(c) -
=
Solucdo de cloreto Capsulas J
Fluxo de de célcio 0,1 M contendo células -
TEOS sob agitagdo K-562 -

Esquema 8. (I) (a), (b) e (c) Processo de sintese das capsulas de alginato (1 %, 1,5 %,
2% e 3%.
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Para obtencdo do sistema alginato 3 %/quitosana 0,4 %, o processo de sintese foi
similar aquele de obtencdo de capsulas de alginato. Uma solugdo de quitosana 0,4 %
(20 mL) foi misturada a solucéo de CaClz 0,1 M. O Esquema 8 (b) mostra o processo de
encapsulamento com alginato/quitosana. Da mesma forma, as células foram encapsuladas
em alginato 3 %/silica, expondo as capsulas a um fluxo de TEOS (Esquema 8 (c)).

Em relagdo ao encapsulamento das células MIN-6, o processo de obtengdo das
capsulas de alginato 2 % foi analogo ao das células K-562. Porém, o alginato de sodio foi
combinado, na proporc¢do 1:1, com agarose 1 %, amido 1 %, celulose 1 %, gelatina 1 %,
glicina 1 % e quitosana 0,4 %. O sistema alginato 2 %/gelatina 1 % foi, ainda, imerso em
uma solucédo de PEG 5 mg/mL, e o sistema alginato 2 %/quitosana 0,4 %, submetido a
um fluxo de TEOS.

A Tabela 6 mostra os sistemas obtidos a partir da funcionalizacdo do alginato
2 %, para o encapsulamento das células MIN-6, designados como ALGXXX, em que

XXX refere-se a matriz de funcionalizacdo, seguida da concentragao.

Tabela 6. Funcionalizacdo das matrizes de alginato com diferentes materiais.

MATERIAL DE

SISTEMA FUNCIONALIZACAO

ALGAGA Agarose

ALGAMI Amido

ALGCEL Celulose

ALGGEL Gelatina
ALGGELPEG Gelatina/polietilenoglicol (PEG)

ALGGLI Glicina

ALGQUI Quitosana
ALGQUISIL Quitosana/Silica

4.4.2 — Encapsulamento de Eritrdcitos

O sangue heparinizado (200 pL) foi centrifugado a 370 x g por 10 minutos a
4 °C. Removeu-se 0 sobrenadante, e a massa de hemécias foi adicionada a 3 mL de
alginato de sodio nas concentragfes 1,5 %, 2 %, 3 %, 5 %, 8 % e 10 %. Essas solucdes
foram gotejadas em uma solucdo de CaCl, 0,1 M, sob agitacdo a temperatura ambiente.
A hemoglobina produzida pelos eritrocitos encapsulados foi determinada

espectrofotometricamente. As medidas foram realizadas em triplicata.
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4.5 - CARACTERIZACAO DOS MATERIAIS
4.5.1 — Andlise Textural e Morfoldgica
4.5.1.1 — Microscopia Eletronica de Varredura (SEM)

Experimentos de SEM foram realizados em um microscépio JEOL (Toquio,
Japao) modelo JSM/6060 no Centro de Microscopia Eletronica da UFRGS (CEME, Porto
Alegre, Brasil). Os materiais foram fixados inicialmente em uma fita de carbono e entéo
revestidos com ouro através de técnicas convencionais. A voltagem de aceleracdo

empregada foi 10 kV.

4.5.1.2 — Espalhamento de Raios X em Baixo Angulo (SAXS)

Experimentos de SAXS foram realizados na linha de luz D11A do Laboratério
Nacional de Luz Sincrotron (LNLS, Campinas, Brasil), utilizando um comprimento de
onda = 1,488 nm e um detector Pilatus 300 K. O feixe incidente foi detectado em duas
distancias amostra-detector diferentes (994, 2 e 22457 mm). A intensidade de
espalhamento 1(q) foi plotada como uma fungdo do médulo de vetor de espalhamento, em
que 6 é o angulo de espalhamento. Um pé de behenato de prata foi utilizado como padréo
para calibrar a distancia amostra-detector, o detector de inclinacéo e a posi¢do do feixe
direto. Os padroes SAXS foram acumulados por 1 a 60 segundos, dependendo da
quantidade e concentracdo da amostra. Os padrdes de espalhamento isotropico foram
medidos radialmente. Os perfis de dispersédo 1(q) vs. q foram ajustados, usando a rotina
de avaliacdo Irena implementada no Igor Pro Software (WaveMetrics, Portland, USA).
Um ajuste multi-nivel unificado foi utilizado para descrever um ou dois niveis de

organizacéo estrutural, evidente nos dados de espalhamento.

4.5.1.3 — Dispersao de Luz Dinamica (DLS)

Experimentos dindmicos de dispersdo de luz (DLS) foram empregados para
investigar a distribuicdo do tamanho das particulas. Particulas de alginato e de alginato
combinado com agarose, amido, celulose, gelatina, gelatina/PEG, glicina, quitosana e
quitosana/silica foram dispersas em agua Milli-Q (10 mg mL™) e submetidas a ultrassom
por 30 minutos. Medidas de DLS foram feitas a temperatura ambiente em um
equipamento Malvern Zetasizer- Nano ZS90. Foram preparadas trés amostras
independentes, e as distribuicdes de tamanho médio foram fornecidas. Os experimentos

foram realizados no Instituto de Quimica da UFRGS (1Q, Porto Alegre, Brasil).
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4.5.1.4 — Potencial Zeta

As medidas de potencial zeta foram realizadas em um analisador zeta PALS
(Brookhaven Instruments). O software do analisador de potencial zeta versdo 3.18 foi
utilizado para coletar os dados. Em um experimento tipico, 10 mg da amostra foram,
primeiramente, diluidos em 1 mL de agua Milli-Q e entdo a solucéo foi filtrada através
de filtros de seringa VertiPure NYLON (13 mm, 0,45 um, 100/filtro pK). Em seguida, a
amostra filtrada foi introduzida em cuvetes de poliestireno (quadrados, 10 mm, 4,5 mL,
claros de quatro lados). O instrumento automaticamente calculou o potencial zeta da
mobilidade eletroforética. Os experimentos foram realizados no Instituto de Quimica da
UFRGS (IQ, Porto Alegre, Brasil).

4.5.2 — Anédlise Estrutural
4.5.2.1 — Espectroscopia de Transmissdo no Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

Os espectros foram registrados a temperatura ambiente em um espectrofotémetro
Bomem MB-102, acumulando 36 varreduras na resolugdo 4 cm™. Esse estudo foi restrito
a regido do infravermelho médio de 4000 cm™ a 500 cm™. As amostras foram analisadas
pelo modo de transmisséo, como pastilhas preparadas a partir da diluicdo da amostra em
KBr, utilizando-se um pastilhador e uma prensa hidraulica manual. Os experimentos

foram realizados no Instituto de Quimica da UFRGS (1Q, Porto Alegre, Brasil).

4.6 — EFICIENCIA DO ENCAPSULAMENTO
Todos os experimentos de eficiéncia do encapsulamento foram realizados no
Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da UFRGS (ICBS, Porto Alegre, Brasil).

4.6.1 — Determinacéo da Eficiéncia do Encapsulamento

Uma mistura de suspenséo celular/Trypan blue (1:1) (15 uL) foi adicionada a
camara de Neubauer, procedendo-se & contagem do numero total de células (Equagéo 1).
Em seguida, procedeu-se ao processo de sintese das capsulas. Imediatamente ap6s o
encapsulamento, para remocdo das células ndo encapsuladas e elimina¢do do célcio
residual, as capsulas foram lavadas com PBS (pH 7,4), procedendo-se ao rompimento. O

namero de células foi novamente contado.
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N° de células NO total de células contadas X 10* x fator de diluicio

= (Eq. 1)

NO9de quadrados contados

O Esquema 9 mostra a cAmara de Neubauer e 0 modo de contagem das células.
De acordo com o Esquema 9 (A), observa-se a vista superior da cAmara de Neubauer,
com o canal transversal que separa as grades de contagem. Em 9 (B), € mostrada a grade
de contagem, dividida em nove quadrantes, sendo os quadrantes extremos subdivididos
em 16 quadrados e nos quais contam-se as células. Em 9 (C), observa-se o modo zigue-
zague de contagem das células no sentido esquerda a direita. A vista lateral da camara de
Neubauer, com canal transversal e local de introducdo da amostra coberta por laminula
pode ser observada em 9 (D). A eficiéncia do encapsulamento foi determinada com base
na equacao 2:

EE = - x100 (Eq. 2)

em que:
EE = Eficiéncia do Encapsulamento
N = Numero de células liberadas a partir das capsulas
N° = Numero total de células

C- Quadrante 4X4

B - Grade de Contagem
A - Vista Superior

Canal transversal

\@

8] RIS

D- Vista lateral

Canal transversal ~ Amostra Laminula 1 mm
\ ‘ 5

Grade de contagem

Esquema 9. Apresentacdo e modo de contagem das células na cAmara de Neubauer.
Disponivel
em:https://www.google.com.br/search?q=c%C3%A2mara+de+neubauer+desenho&hl=ptBR&gbv=2& pr
md=ivns&source=Inms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEwjQ04e9jaXhAhWzI7kGHX1dBy8Q_AUIBQ).
Acessado em 29/03/2019.
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4.6.2. — Viabilidade Celular
4.6.2.1 — Ensaio com Trypan Blue

As cépsulas foram dissolvidas em 10 mL de PBS (pH 7,4), a temperatura ambiente
e sob agitacdo durante 10 minutos. Em seguida, essa suspensdo foi centrifugada por 5
minutos a 370 x g (g = rcf = forca centrifuga relativa). A solucdo sobrenadante foi
removida, e o precipitado foi suspenso em 1 mL de meio de cultura RPMI 1640.
Posteriormente, 45 puL. de meio de cultura RPMI 1640 e 45 pL de Trypan blue foram
adicionados a 10 uL da suspensdo celular encapsulada, homogeneizando-se. Uma
aliquota de 15 uLL do homogeneizado foi aplicada a cAmara de Neubauer, procedendo-se
a contagem do numero de células vidveis. As capsulas foram mantidas a 37 °C e CO>
5 %. Procedeu-se a contagem das células K-562 nos tempos 30 minutos, 1, 2, 4 e 6 horas.
Para as células MIN-6 encapsuladas, a contagem foi realizada nos tempos 30 minutos, 6,

12 e 24 horas. Os experimentos foram feitos em triplicata de acordo com a equacéo 1.

4.6.2.2 — Ensaio com MTT

As capsulas com células foram cultivadas em placa de 6 pocos, contendo meio
de cultura RPMI 1640, soro fetal bovino e antibidticos, como descrito acima. A
viabilidade celular foi avaliada espectrofotometricamente, usando o reagente de 6xido
redutase do tipo MTT WST-8 [2-(2-metoxi-4-nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-
disulfofenil)-2H-tetrazélio, sal monossddico] (CCK8, Sigma), seguindo as instrucdes do
fabricante. Primeiramente, uma solucéo estéril de MTT (5 mg mL™) foi preparada em
PBS (pH 7,4). Em seguida, 20 pL dessa solugdo foram adicionados ao meio com as
capsulas, sendo incubadas a 37 °C e CO25 %, por 24 horas, até a formacéo dos cristais
de formazan, ap6s acdo das Oxido redutases celulares NAD(P)H dependentes.
Posteriormente, cerca de 500 uL da suspenséo de capsulas contendo os sais de formazan
foram centrifugados. Os cristais foram dissolvidos em 200 L. de DMSO, e a absorbancia
foi determinada em 570 nm, apds 2, 4, 6, 12 e 24 horas de incubagdo das células K-562
encapsuladas. Para as capsulas com células MIN-6, a analise foi iniciada ap6s 4 horas de

exposicdo ao MTT. As andlises foram feitas em triplicata.

4.7 — DIFERENCIAQAO ERITROIDE DAS CELULAS K-562

O Esquema 10 descreve o ensaio de diferenciacao eritroide das células K-562. Os
experimentos foram realizados no Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da UFRGS
(ICBS, Porto Alegre, Brasil).
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Coleta de sangue

Eritrocitos
Encapsulamento

Método Drabkin modificado }
Determinagdo de
hemoglobina Método da dxido
nitrico sintase
Encapsulamento
de células K-562

#——| Adigdo de hemina
Determinagdo de Método da dxido
hemoglobina nitrico sintase

Esquema 10. Ensaio de diferenciacéo eritroide das células K-562.

De acordo com o Esquema 10, eritrocitos provenientes de sangue heparinizado
foram submetidos ao processo de encapsulamento para determinagdo espectrofotométrica
de hemoglobina, por meio dos métodos de Drabkin modificado e da Oxido Nitrico Sintase.
O emprego dessas técnicas para quantificacdo de hemoglobina, a partir de eritrcitos, serviu
como estudo prévio para sua determinacao, quando produzida pelas células K-562, de modo
a fornecer informacdes acerca do método mais eficiente para a quantificacdo de

hemoglobina.

4.7.1 — Coleta de Sangue (Projeto Comité de Etica n° 33445)

Os eritrocitos utilizados nos experimentos de diferenciacdo eritroide foram
provenientes de camundongos machos e fémeas da linhagem B6.129F2/J (Projeto Comité
de Etica n® 33445). Os animais foram mortos pelo método de decapitacio, apds serem
anestesiados com 30 pL de cetamina 10 % (120 mg Kg™) e 10 uL de xilozina 2 % (10 mg

Kg™). O sangue obtido foi coletado em frasco tipo eppendorf com heparina.

4.7.2 — Determinacéo Espectrofotométrica de Hemoglobina de Eritrocitos
4.7.2.1 — Método Drabkin Modificado=

As capsulas formadas foram centrifugadas a 370 x g a 4 °C e colocadas em contato
com o reagente de Drabkin (Kz[Fe(CN)s] 5,3 UM + KCN 7,7 uM + KH2PO4 1,02 uM +
agua Milli-Q, pH = 7,4) por 5 minutos, empregando-se as diluicbes 1:10 e 1:20.

Procedimento semelhante foi realizado apés dissolugdo das capsulas em PBS (pH 7,4).
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Em seguida, a concentracdo de hemoglobina liberada na solucdo foi determinada em

540 nm, empregando-se a equacao 3:

A X Fator de diluicao
== (Eq.3)

C (mM) = ”

As medidas de absorbancia (A) foram realizadas a temperatura ambiente, em um
espectrofotdmetro UV/UV-visivel Ultrospec 2000, na faixa de 190 a 1100 nm.

4.7.2.2 — Método da Oxido Nitrico Sintasew

Ap6s rompimento das capsulas em PBS 0,1 M (pH 7,4), a suspenséo adicionou-
se uma aliquota de EDTA 0,5 mM diluido em solucédo tris-base 50 mM (1:20), sob
agitacdo a temperatura ambiente por 20 minutos. Em seguida, a suspensdo foi
centrifugada a 370 x g a4 °C. O sobrenadante foi removido, e a partir dele a concentragdo
de hemoglobina foi determinada em 405 nm e 421 nm.

4.7.3 — Determinacao Espectrofotométrica de Hemoglobina das Células K-562

A solucdo de hemina (cloreto férrico de heme-protoporfirina de hemoglobina
bovina) 600 uM foi preparada com 39,12 mg de hemina, adicionando-se 0,3 mL de NaOH
1N, 2,5 mL de meio de cultura RPMI 1640 e 0,35 mL de HCI 1 N. Qutras concentracfes
foram obtidas por uma série de diluicdes com PBS (pH 7,4). Apds 24 e 48 horas de
incubacéo a 37 °C e CO25 %, as células hemoglobina-positivas foram detectadas pela
reacdo especifica de 100 pL de suspensdo celular com 8 pL de solucdo de benzidina,
composta por benzidina 1 % e &cido acético glacial 15 %, acrescida de 2 pL de peroxido
de hidrogénio, como descrito=. As células foram incubadas por 5 minutos a temperatura
ambiente, e o percentual de células benzidina-positivas foi determinado por analise
microscopica na camara de Neubauer. Para a diferenciacdo das células K-562
encapsuladas nos diferentes sistemas, 0 mesmo procedimento foi realizado. Apo6s o
rompimento das capsulas em tampdo-fostato, a frequéncia de células diferenciadas foi
detectada pela reacdo descrita. Medidas foram feitas em triplicata.

Adicionalmente, a hemoglobina produzida pelas células K-562 foi determinada
espectrofotometricamente por uma técnica alternativa, baseada na diferenca de absorc¢éo
maxima do comprimento de onda (A) entre oxihemoglobina (421 nm; ¢ =

20,4 mM* cm™) e metahemoglobina (405 nm; £=20,4 mM™* cm™), cujo coeficiente de
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absorcao é esp1-405= 77.2 mM™ cm™, em uma modificagdo do método da Oxido Nitrico
Sintase descrito anteriormente. O mesmo método foi aplicado para 0s sistemas
encapsulados, e a hemoglobina foi determinada ap6s rompimento das capsulas em PBS
(pH 7,4). As medidas foram feitas em triplicata.

4.8 - SECRECAO DE INSULINA

As células MIN-6 foram encapsuladas em matrizes puras e funcionalizadas de
alginato 2 % e mantidas por 24 horas em meio de cultura RPMI-1640, a 37 °C e CO>
5 %. Apos esse periodo, aliquotas de 50 pL do meio de cultura foram coletadas, e a
liberacdo de insulina foi determinada, usando o kit de ELISA para insulina de rato
ultrassensitiva (Kaimann). As medidas foram feitas em triplicata. Os experimentos foram
realizados no Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da UFRGS (ICBS, Porto Alegre,
Brasil).

4.9 — ENSAIO DE DESINTEGRACAO DOS HIDROGEIS

Para medir a degradacdo dos materiais, os hidrogéis (1 mL) foram pesados
imediatamente apds a sintese. Em seguida, foram incubados em 3 mL de
PBS (pH 7,4) a 37 °C, sob agitacdo, em uma Incubadora Shaker Novatecnica (60 rpm).
Determinou-se o peso de cada amostra apos 1, 2, 4, 6, 12 e 24 horas do encapsulamento.
Antes de cada pesagem, o excesso de PBS (pH 7,4) foi removido por centrifugacdo. A
degradacédo foi calculada a partir da proporcdo de pesos das amostras nos diferentes
intervalos de tempo em relacdo ao peso dos hidrogéis logo apds encapsulamento. Os
experimentos foram realizados no Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da UFRGS
(ICBS, Porto Alegre, Brasil).

4.10 — ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo (n = 3). As analises
estatisticas foram realizadas, usando a analise de variancia ANOVA (GraphPad Prism
6.01). Um valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 - ENCAPSULAMENTO DAS CELULAS K-562
5.1.1 — Estudo do Processo de Encapsulamento das Células K-562

As células da linhagem eritroleucémica K-562 foram encapsuladas em alginato de
sodio nas concentracdes 1, 1,5, 2 e 3 %. A faixa 1 % a 3 % é usualmente empregada para
preparacédo de suspensdes de células viaveis em dispersdes coloidais aquosas de alginato=.
Aqui serdo apresentados os resultados dos hidrogéis em termos de percentual de
encapsulamento, morfologia e estrutura. Posteriormente, os resultados de viabilidade e
diferenciacéo celular (eritroide) serdo discutidos.

A Figura 1 apresenta imagens de células K-562 em um ensaio de viabilidade com
o corante Trypan blue (Figura 1a), células K-562 encapsuladas em alginato 3% (Figura

1b) e em alginato funcionalizado com quitosana 0,4 % (Figuras 1c e 1d).

CELULA MORTA
\ CELULA MORTA

\

e L  CELULAVIAVEL
CELULAS VIAVEIS S

i

CELULA VIAVEL

,c’EwLA MORTA" -

O il

-~

.

—_ CELULA VIAVEL
50 um 2 6 i s

Figura 1. Viabilidade celular pés-encapsulamento. Microscopia com contraste de fase
durante coloragdo com Trypan blue. (a) Células K-562, ampliacdo 40X; (b) células K-
562 encapsuladas em alginato 3 %, ampliacdo 40X; (c) capsulas de alginato 3 %/
quitosana 0,4 % com células K-562, ampliacdo 40X; (d) células viaveis com células K-

562 em alginato 3 %/quitosana 0,4 %, ampliacdo 400X; (insercdo mostra a mesma célula
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em detalhes) no filtro de interferéncia. Células viaveis (brilhantes) e mortas (azul opaco)
séo indicadas com setas. As barras de escala indicam o tamanho real nas ampliacGes

originais.

Como indicado na Figura 1, as células coradas com Trypan blue representam
celulas mortas, uma vez que suas membranas ndo se romperam para expulsar o corante.
Por outro lado, as células branqueadas séo viaveis, devido & manutencéo de sua membrana
intacta e a capacidade de expelir o Trypan blue, isto é, ndo houve a internalizacdo do
corante*:, Quitosana na concentracdo 0,4 % foi empregada para revestir as capsulas de
alginato 3 %. O complexo idnico alginato/quitosana ocorre entre 0 grupo anionico do
alginato (COQ") e o grupo catidnico protonado da quitosana (NHz"):2

Comparativamente aos géis organicos, os geis de silica apresentam vantagens
importantes relacionadas as suas propriedades intrinsecas, como maior estabilidade
mecanica, estabilidade fisica e quimica em relacdo a solventes, pH, luz e degradacdo
microbiana, além da flexibilidade do processo sol-gel (porosidade e modifica¢do quimica
com emprego de alcdxidos organicamente modificados):=. Dessa maneira, silica pode ser
associada ao alginato, de modo a fortalecer a matriz organica biocompativel.

Nesse sentido, foram encapsuladas células K-562 em alginato 3 %, com formacéo
de uma camada de silica, a partir de um fluxo de TEOS. Esse processo ocorre por meio
do método sol-gel, em que os grupos silandis do organossilano hidrolisam através da agua
presente na solucdo de alginato (Esquema 11 (a)), seguindo a polimerizagdo com a

formacéo de silica (Esquema 11 (b)).

S OR + 0 Si—OH + ROH (Eql)
SN 2 > N

e
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= metil, etil, butil, CN....

(b)

Esquema 11. Reac6es de (a) hidrolise e (b) polimerizacao.

O sistema resultante (ALG 3 %/SIL) manteve a permeabilidade das capsulas ao
oxigénio e aos nutrientes, bem como a viabilidade celular. Além disso, o etanol produzido
no processo nao gerou toxicidade para as células, possivelmente devido a baixa

concentracao.

5.1.2 — Determinacdo da Eficiéncia de Encapsulamento das Células K-562

A eficiéncia de encapsulamento é definida pela concentracdo de material
incorporado (ingredientes ativos, farmacos, fragrancias, proteinas, pesticidas, dentre
outros), detectada na formulacdo sobre a concentracdo inicial. Em relacdo ao
encapsulamento de células, a eficiéncia refere-se ao nimero final de células, obtido apds
rompimento do sistema, sobre o ndmero inicial de células livres. A eficiéncia de
encapsulamento das células K-562 nos sistemas produzidos foi determinada. De acordo
com a literatura, a faixa de eficiéncia de encapsulamento é bastante variavel. Por exemplo
0 encapsulamento de fibroblastos em alginato foi de 95,56 %w. Em outros trabalhos,
porém, como no caso do encapsulamento de células B em alginato funcionalizado, ele foi
entre 18 % e 20 %ww. Em relacdo as células K-562, ha um estudo na literatura,
encapsulando-as em alginato/poli-L-lisina, com o objetivo de obter um modelo celular de
encapsulamento, a fim de observar proliferacdo e caracteristicas de crescimento e
metabolismo=2. A eficiéncia de encapsulamento, porém, ndo foi determinada.

A Tabela 7 mostra o percentual de eficiéncia de encapsulamento das células

K-562 nas matrizes puras e funcionalizadas de alginato.
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Tabela 7. Eficiéncia de encapsulamento dos sistemas (n = 3).

Sistema Eficiéncia de encapsulamento (%)
ALG 1% 89+16
ALG 15% 37+20
ALG 2% 60+ 1,7
ALG 3% 28+15
ALG 3 %/QUI 0,4 % 31+0,6
ALG 3 %/SIL 20+1,0

ALG 1 % = alginato 1 %; ALG 1,5 % = alginato 1,5 %; ALG 2 % = alginato 2 %; ALG 3 % = alginato
3 %; ALG 3 %/QUI 0,4 % = alginato 3 % + quitosana 0,4 %; ALG 3 %/SIL = alginato 3 % + silica

Com base na Tabela 7, verifica-se a eficiéncia de encapsulamento dos sistemas. A
eficiéncia de encapsulamento foi entre 8,9 % e 60 %. Entre as matrizes de alginato, o teor
2 % foi o0 que apresentou o0 maior percentual de encapsulamento (60 %), possivelmente
por ser essa a concentracdo de maior estabilidade, ao contrario das capsulas 1 %, cujo
percentual foi apenas 8,9 %. Os sistemas a base de alginato 3 % (ALG 3 % e ALG 3
%/QUI 0,4 %) apresentaram valores similares (28 % e 31 %, respectivamente),
demonstrando que a quitosana nédo interfere na eficiéncia de encapsulamento, quando
comparada ao alginato puro. Para a matriz ALG 3 %/SIL (20 %), € possivel que o
percentual de células encapsuladas poderia ser maior, revestindo o alginato,
primeiramente, com um polication, como poli-L-lisinaou quitosana. Como no processo
de polimerizacao os silandis tornam-se mais acidos, adquirindo uma carga negativa, e o
alginato é negativamente carregado em pH 7 (o potencial zeta apresentou um valor
negativo), nenhuma interagdo eletrostatica significativa poderia ser observada. Dessa
maneira, a incorporacdo de um policidtion pode gerar uma silica positiva e,

consequentemente, uma matriz mais estavel.

5.1.3 — Analise Textural e Morfoldgica
5.1.3.1 — Natureza das Matrizes

A fim de investigar a natureza textural e morfoldgica dos materiais empregados
no encapsulamento foram utilizadas as técnicas de microscopia eletrénica de varredura
(SEM), determinagdo do tamanho da particula (DLS), potencial zeta e espalhamento de
raios X em baixo angulo (SAXS).

Como ponto de partida, em uma primeira abordagem, investigamos quatro

possiveis concentrages de alginato puro (ndo funcionalizado), como componente da
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estrutura das cépsulas, analisadas por microscopia eletronica de varredura. Como
mostrado na Figura 2, as preparacGes contendo alginato 3 % levaram a formacéo de
particulas de tamanho mais homogéneo e que ndo foram tdo pequenas e irregulares quanto
aquelas da concentracdo 1 %, bem como as de alginato 1,5 %, nem irregulares como no
caso do alginato 2 % (Figura 2c¢). Assim, observa-se que o contedo de alginato influencia
no tamanho e na morfologia das particulas: concentra¢fes mais altas (2 % - 3 %) tendem
a formar particulas maiores e com morfologia menos irregular.

No presente trabalho, as matrizes a base de alginato de sddio foram codificadas
como ALG, seguida da respectiva concentracao do material (1, 1,5, 2 e 3 %). Os materiais
contendo alginato 3 %, que foram revestidos com quitosana 0,4 % e silica, foram
designados, respectivamente, como ALG 3 %/QUI 0,4 % e ALG 3 %/SIL.

Figura 2. Aspecto morfologico das diferentes preparacdes de capsulas por microscopia

eletronica de varredura. (a) ALG 1 %, (b) ALG 1,5 %, (c) ALG 2 % e (d) ALG 3 %.
ALG 1 % = alginato 1 %; ALG 1,5 % = alginato 1,5 %; ALG 2 % = alginato 2 %; ALG 3 % = alginato
3%

O diametro médio dos sistemas permaneceu na faixa de 415 nm a 4130 nm. De
acordo com dados da literatura, sistemas & base de alginato e alginato com tripsina
apresentam particulas com diametro na faixa de 185 nm a 920 nm em diferentes pHs».
Ja matrizes de alginato com quitosana apresentam particulas com diametro médio de 80
nm e sdo monodais=,

De acordo com a Tabela 8, o aumento do teor de alginato foi proporcional ao
tamanho das particulas. O menor tamanho das particulas de ALG 3 %/QUI 0,4 %,
guando comparado ao ALG 3 %, pode ser explicado pelo fato de que as cadeias
poliméricas mais curtas do alginato se difundem mais facilmente por entre as cadeias
mais longas da quitosana, devido as fortes interacOes eletrostaticas ibnicas e a
complexacdo dos polimeros, formando uma rede mais densax. O Esquema 12 (I) (a)
refere-se a dissociagdo do grupo COO do alginato e a protonagdo do grupo NH> da
quitosana em meio &cido. Ja o Esquema 12 (1) (b) refere-se a formacéo do complexo

alginato/quitosana. A ligacdo entre 0s grupos anibénico e catidnico ocorre por meio de
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ligacGes de hidrogénio. Os grupos amino (NH2) e hidroxila (OH") da quitosana podem

atuar como doadores de elétrons. No Esquema 12 (I1) (a) e (11) (b) sdo esquematizadas,

respectivamente, as interagdes alginato/Ca?* e alginato/quitosana.

Alginato

HO
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Esquema 12. (1) (a) Dissociagdo do grupo COO do alginato e protonacgéo do grupo NH>
da quitosana em meio &cido. (1) (b) Rea¢do entre o grupo anidnico do alginato e o grupo
catidnico da quitosana. (11) (a) Representacéo esquematica da ligacdo alginato/ions Ca?*

e (I1) (b) do complexo ibnico alginato/quitosana.

O sistema ALG 3 % apresentou particulas de maior tamanho médio. Contudo, o
maior tamanho das particulas de ALG 3 %/SIL pode ser devido a elevada area especifica
das particulas de silica, permitindo um numero maior de interacdes entre a silica e 0
alginato. Na literatura, um estudo empregou particulas de silica funcionalizada com

aminoacidos, apresentando tamanho médio de 500 nm:,

Tabela 8. Dados de tamanho médio das particulas e potencial zeta das particulas.

Tamanho

Sistema médio da E:tf?ﬁ:s))
particula (nm)

ALG 1% 414 -15,9
ALG 15% 429 -20,8
ALG 2 % 1995 -27,7
ALG 3% 4129 -17.9
ALG 3 %/QUI 0,4 % 533 -22,5
ALG 3 %/SIL 3061 -11,5

ALG 1 % = alginato 1 %; ALG 1,5 % = alginato 1,5 %; ALG 2 % = alginato 2 %; ALG 3 % = alginato
3 %; ALG 3 %/QUI 0,4 % = alginato 3 % + quitosana 0,4 %; ALG 3 %/SIL = alginato 3 % + silica

Em relagéo ao potencial zeta (Tabela 8), observa-se um aumento dos valores com

a concentracdo de alginato de 1 % a 2 %, sugerindo uma maior estabilidade. Por outro
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lado, o alginato 3 % e o revestido com silica exibiram valores menores. A diminuicéo
dessas magnitudes decorre, possivelmente, do estabelecimento de interagdes
eletrostaticas durante o processo de encapsulamento, com aglomeragdo do sistema e
comprometimento da eficiéncia do processo.

Com base nos dados de DLS e potencial zeta, a eficiéncia de encapsulamento
tende a aumentar o tamanho das particulas e do potencial zeta.

A estrutura multi-escala de particulas fractais pode ser estudada pela técnica de
Espalhamento de Raios X em Baixo Angulo (SAXS)=, que investiga as diferencas nas
densidades eletrénicas do material atraves do perfil de intensidade de espalhamento de
Raios X. Por meio da analise das curvas de SAXS (Figura 3), que correspondem aos
sistemas ALG 3 % e ALG 3 %/QUI 0,4 %, foi possivel observar duas regiGes. No
primeiro nivel (alto angulo; g > 0,1 A'), pode-se observar uma regido de Guinier, que
permite determinar o tamanho da particula espalhadora (Rg). No segundo nivel, situado
a baixos valores de g (q < 0,02 A, é possivel observar uma lei de poténcia que permite
o calculo da dimensdo fractal dos agregados, formados a partir da agregacdo das
particulas primarias, em que o0 expoente P pode assumir valores ndo inteiros entre 1 e 4 e

esta relacionado a dimenséo fractal da particula:=.
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Figura 3. Curvas de espalhamento de raios X em baixo angulo (SAXS) plotadas como
I xq.(a) ALG 3% e (b) ALG 3 %/QUI 0,4 %. ALG 1 % = alginato 1 %; ALG 1,5 % = alginato
1,5 %; ALG 2 % = alginato 2 %; ALG 3 % = alginato 3 %; ALG 3 %/QUI 0,4 % = alginato 3 % +
quitosana 0,4 %; ALG 3 %/SIL = alginato 3 % + silica

De acordo com a Tabela 9, todos os sistemas apresentaram dois niveis. Os valores
de Rg mantiveram-se na faixa de 3,4 nm a 5,1 nm, observando-se um aumento do Rg
com o teor de alginato. Isso ocorre, possivelmente, em fungéo da agregacao e associacéo
lateral das particulas, proporcionais & concentracdo de alginato=. Além disso, sistemas
com Rg maiores geraram particulas com diametro maior, favorecendo o encapsulamento
das células. Ja os sistemas ALG 3 %/QUI 0,4% e ALG 3 %/SIL apresentaram Rg
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menores, sugerindo que o efeito da interacdo alginato/quitosana e alginato/silica
promoveu uma diminuigdo do raio de giro. Em relacdo ao nivel da lei das poténcias, todos
0s sistemas apresentaram valores de P na faixa de 3,7 a 3,9, indicando, portanto, uma

tendéncia a particulas primarias esféricas.

Tabela 9. Raio de giro (Rg) e declividade (P) das curvas correspondentes aos sistemas.

Sistema Rg nivel 1 (nm) P nivel 2 (nm)
ALG 1% 4,8 39
ALG 1,5 % 5,0 3,8
ALG 2 % 51 3,9
ALG 3% 51 3,8
ALG 3 %/QUI 0,4 % 3,4 3,7
ALG 3 %/SIL 3,5 3,8

ALG 1% =alginato 1 %; ALG 1,5 % = alginato 1,5 %; ALG 2 % = alginato 2 %; ALG 3 % = alginato
3 %; ALG 3 %/QUI 0,4 % = alginato 3 % + quitosana 0,4 %; ALG 3 %/SIL = alginato 3 % + silica

Em suma, os dados de Rg corroboram a eficiéncia de encapsulamento. Observa-
se uma tendéncia de sistemas mais eficientes, aqueles constituidos por teores mais
elevados de alginato, sendo esses 0s que apresentaram Rg maiores. Todavia, as matrizes
funcionalizadas com quitosana e silica mostraram Rg menores e menor eficiéncia de
encapsulamento (31 % e 20 %, respectivamente). Desse modo, o valor de Rg influencia
0 processo de encapsulamento, de modo que as matrizes funcionalizadas, em funcao das

interacdes entre os polimeros, exibem valores de Rg menores.

5.1.4 — Anédlise Estrutural

A estrutura dos materiais foi investigada através de FTIR. A Figura 4 mostra as
principais bandas da (a) quitosana, alginato de sédio e ALG 3 %/QUI 0,4 %. O sistema
ALG 3 %/QUI 0,4 % apresentou bandas centradas em 1600 cm? e em
1413 cm, que correspondem, respectivamente, a vibragdo do estiramento assimétrico e
simétrico COO" das moléculas de alginato=. Esta banda foi deslocada em relagdo a
molécula de alginato, sugerindo interagdo entre este polimero e a quitosana,
possivelmente por meio de ligacGes de hidrogénio, conforme mostrado no Esquema 13.
Em (b), € mostrado o sistema ALG 3 %/SIL. Nesse sistema, a camada de silica mascarou

o alginato, apresentando uma banda centrada aproximadamente em 1640 cm™, atribuida
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a deformacéo da agua=. Em 800 cm™ a banda corresponde ao estiramento simétrico
(vssi-0)) da ligacdo Si — O da rede de silica=. Em 956 cm™ detecta-se a deformacdo
(6 si-o-H) do grupo silanol=.

a)
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Figura 4. Espectros de FTIR. (a) Quitosana, alginato de sddio e ALG 3 %/QUI 0,4 %;

(b) ALG 3 %/SIL e alginato de so0dio. ALG 3 %/QUI 0,4 % = alginato 3 % + quitosana 0,4 %;
ALG 3 %/SIL = alginato 3 % + silica

De acordo com a Tabela 10, em 1085 cm™ e em 1023 cm™ observam-se picos
referentes a vibragdo do estiramento C-O-C do alginato; ja em 938 cm™ bandas de
estiramento C-O do alginato e da quitosana; a deformacdo da ligagdo C—H do acido
B-manurdnico do alginato em 883 cm™. Na molécula de quitosana, a deformacio da

ligacdo C—H se encontra em 938 cm™. Finalmente, em 815 cm™ observou-se um pico
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correspondente a vibracdo do estiramento assimétrico C—O das moléculas de acido
-manuronico do alginato.

Tabela 10. Principais bandas de FTIR de quitosana e alginato. Resolucio 4 cm™.

NUmero de onda (cm™?)

_ _ Av(cm™)
Quitosana Alginato ALG 3%/QUI 0,4%

VascOO) === 1600 1600
Vscoo) - 1406 1413 +7
vc-0-c) - 1085 1085
veoco 1023 1023 1023

v(c-0) 938 938 938

dco - 883 883

ocH - 815 815

Célula K-562

Esquema 13. Encapsulamento de células K-562 a partir da interacdo entre o grupo

carboxila do alginato e o grupo amino da quitosana.

5.1.5 — Estudos de Viabilidade e Diferenciagao Celular
A avaliacdo da viabilidade celular é importante para determinar a seguranca de
materiais empregados no encapsulamento celular. No presente estudo, a viabilidade das

células K-562 encapsuladas foi investigada por meio dos ensaios com reagente Trypan
Bluew:e MTT:=s,
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5.1.5.1 — Ensaio com Trypan Blue

As células K-562 foram avaliadas em termos de viabilidade ap6s 30 minutos, 1,
2, 4 e 6 horas do encapsulamento, por meio do ensaio com Trypan Blue. Essa técnica
consiste na contagem manual do numero de células na cAmara de Neubauer, utilizando o
reagente Trypan blue. Esse corante é excluido do citoplasma de células vidveis. As células

mortas, porém, sdo incapazes de exclui-lo e aparecem azuis=.
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Figura 5. Porcentagem de células K-562 ap0s encapsulamento. Para as comparagoes

entre grupos por ANOVA de dois fatores, p<0,05. (a) Diferenca de ALG 1 % em relacéo
aos sistemas ALG 2 % e ALG 3 %; (b) diferenca de ALG 1,5 % em relacdo as matrizes
ALG 2 % e ALG 3 %); (c) diferenca entre ALG 3 %/SIL e os sistemas ALG 2 % e ALG

3 % e (d) diferenca entre ALG 3 %/QUI 0,4 % e as matrizes ALG 2 % e ALG 3 %. ALG
1% =alginato 1 %; ALG 1,5 % = alginato 1,5 %; ALG 2 % = alginato 2 %; ALG 3 % = alginato 3 %;
ALG 3 %/QUI 0,4 % = alginato 3 % + quitosana 0,4 %; ALG 3 %/SIL = alginato 3 % + silica

O percentual de viabilidade das células em condicdes de encapsulamento foi
superior a 30 %, apds 6 horas para todos os sistemas. Observou-se uma reducdo da
viabilidade ao longo do tempo. Os sistemas ALG 2 %, ALG 3 % e ALG 3 %/QUI 0,4 %
mantiveram viabilidade acima de 90 % apds 2 horas, sendo superior a 60 % depois de 6
horas de cultivo. Esses resultados sugerem que sistemas com maior teor de alginato ou
com matrizes de alginato funcionalizadas, como alginato com quitosana, constituem

ambientes mais propicios a viabilidade celular. Concentracfes na faixa de 2 % a 3 %
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podem permitir um maior controle no fluxo de entrada de nutrientes e oxigénio, bem
como de saida de produtos de excre¢do, o que é evidenciado pela taxa de viabilidade. Na
literatura, a viabilidade das células K-562 € referida em um estudo com encapsulamento
em alginato/poli-L-lisina, empregando a coloracdo com hematoxilina e eosina==. Apds 4

dias, o percentual de viabilidade foi 19 %.

5.1.5.2 - Ensaio com MTT (brometo de 3-(4,5-dimetilazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio)

A funcdo celular primaria é a respiracdo e outras atividades de NAD(P)H
oxidorredutase. Portanto, as células encapsuladas foram submetidas ao ensaio com MTT.
Esse teste é usado especificamente para avaliar a funcdo mitocondrial de células viaveis,
ao medir a atividade de desidrogenases celulares, que convertem o MTT, por meio de
agentes redutores celulares, em um composto insoltvel de coloracdo violeta (formazan):=.
Se as desidrogenases ndo estiverem ativas por conta de efeitos citotdxicos, esse composto
ndo serd formado. A viabilidade é evidenciada pela mudanca de coloracdo do meio

(amarelo) em fungéo da formacéo dos cristais de formazan (violeta).
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Figura 6. Curvas de viabilidade do ensaio MTT. Células livres e encapsuladas: (a)
ALG 1 %, (b) ALG 1,5 %, (c) ALG 2 %, (d) ALG 3 %, (e) ALG 3 %/QUI 0,4 % e (f)
ALG 3 %/SIL. ALG 1 % = alginato 1 %; ALG 1,5 % = alginato 1,5 %; ALG 2 % = alginato 2 %;
ALG 3 % = alginato 3 %; ALG 3 %/QUI 0,4 % = alginato 3 % + quitosana 0,4 %; ALG 3 %/SIL =

alginato 3 % + silica

Como mostrado na Figura 6, as células encapsuladas apresentaram valores
crescentes de absorbancia, até 12 horas de exposicdo ao reagente MTT, com excec¢do do
sistema ALG 3 %/QUI 0,4 %. Esses valores crescentes da absorbancia sugerem um
aumento gradual na atividade mitocondrial, viabilidade celular e, possivelmente,
proliferacdo celular aumentada. Entre 12 e 24 horas, porém, a absorbancia diminui,
indicando uma reducgéo da viabilidade durante o ensaio (Figuras 6a a 6¢ e 6g). Essa
diminuicdo pode ser atribuida a fatores como formacdo de agregados celulares que
dificultam a transferéncia de oxigénio, levando a morte celular. Para ALG 3 % e
ALG 3 %/QUI 0,4 %, todavia, a partir de 12 horas a absorbancia permaneceu em

ascensdo, indicando um efeito proliferativo.
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Ja em relacéo aos demais materiais (ALG 1 %; ALG 1,5 % e ALG 3 %/SIL), a
faixa de absorbancia permaneceu, aproximadamente, entre 0,3 e 1. Esses dados reforgcam
os resultados obtidos com a técnica do Trypan Blue, sugerindo, novamente, que a
tendéncia de concentra¢Ges menores de alginato, além da sua integracdo a silica, ndo é
capaz de manter a viabilidade das células nas condi¢des do encapsulamento. Nota-se que,
embora as particulas do sistema ALG 3 %/SIL tenham apresentado tamanho favorével
(Tabela 8) e boa estabilidade frente a desintegracéo (como sera mostrado abaixo na Figura
8), apenas a preparacdo ALG 3 %/QUI 0,4 % (Figura 6e) alcancou um bom
comportamento em termos de fisiologia celular. Esses dados reforcam os resultados
obtidos no ensaio com Trypan blue (Figura 5), sugerindo, novamente, que concentragdes
mais baixas de alginato ou sua combina¢do com silica ndo sdo capazes de manter alta
viabilidade celular nas condic¢des de encapsulamento. Contudo, ndo se pode negligenciar
que, considerando-se a menor eficiéncia de encapsulamento observada para as
preparacdes ALG 1 % e ALG 3 %/SIL (Tabela 7), implicando menor nimero de células
encapsuladas, o que, por sua vez, representa menos enzimas mitocondriais para reduzir o

MTT, isso poderia ser refletido nos baixos valores de absorbancia.

5.1.5.3 — Diferenciacéo Eritroide

De acordo com a Tabela 11, a hemoglobina produzida por eritrécitos encapsulados
foi determinada pelo método Drabkin modificado. Observou-se uma diminuicéo do valor
da concentracdo de hemoglobina (fator de diluicdo 10) com o aumento do teor de alginato
(2 % a 8 %). Isso pode ser explicado, considerando que o maior contelido de alginato
dificulta a liberacdo da hemoglobina, quando as capsulas estdo em contato com o reagente
de Drabkin, até o seu total aprisionamento quando o teor de alginato chega a 8 %. Com
fator de diluicdo 20, observou-se, todavia, um aumento proporcional do conteudo de
alginato com a concentracdo de hemoglobina, até um maximo de 5 %, a partir do qual a
concentracdo diminui. Possivelmente, teores de alginato crescentes geram capsulas mais
estaveis, as quais exercem maior controle no fluxo de moléculas e minimizam limitacoes
de difuséo. Contudo, 0 aumento progressivo da concentracdo de alginato limita a liberag&o
de hemoglobina. Além disso, verificou-se que a dilui¢cdo 1:20 favoreceu sua liberacao,

obtendo-se concentragdes mais elevadas (30 uM).
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Tabela 11. Determinagéo de hemoglobina de eritrocitos encapsulados (Método Drabkin).

Sistema  Diluicdo Concentracéo (UM)

ALG 2 % 1:10 20+£8,8
ALG 3% 1:10 11+0,98
ALG 5% 1:10 4,2+13
ALG 8 % 1:10 0,29 £ 0,13
ALG 1,5% 1:20 36 +31
ALG 2% 1:20 11+0,29
ALG 3% 1:20 30+0,81
ALG 5% 1:20 21+0,57
ALG 8 % 1:20 0,96 £ 0,38
Sangue 1:10 810+ 32

ALG 1,5 % = alginato 1,5 %; ALG 2 % = alginato 2 %; ALG 3 % = alginato 3 %; ALG 5 % = alginato
5%; ALG 8 % = alginato 8 %

O método da déxido nitrico sintase modificado, devido a grande avidez do 6xido
nitrico pelos grupos heme da hemoglobina, baseia-se na oxidacdo da forma ferrosa para a
forma férrica. Por isso, pode ser utilizado para determinacdo de hemoglobina de células
eritroleucémicas K-562. Esse método determinou valores maiores para hemoglobina,
quando comparado ao Drabkin. Para sistemas com ALG 3 %, a concentracdo esteve na
faixade 170 uM a 220 uM (Tabela 12). Por essas razdes, 0 método da 6xido nitrico sintase

foi adotado para quantificacdo de hemoglobina de células K-562.

Tabela 12. Determinacdo de hemoglobina de eritrécitos encapsulados (Método da 6xido

nitrico sintase).

Sistema Diluicdo Concentragéo (M)
ALG 3% (405 nm) 1:10 170 £ 0,57
ALG 3% (421 nm) 1:10 220+0,0

Sangue (405 nm) 1:10 2.200£0,0
Sangue (421 nm) 1:10 3.000 35

ALG 3 % = alginato 3 %

As células K-562 sdo extensivamente utilizadas como modelo para diferenciagdo
hematopoiética=. Embora essa populacdo constitua uma linhagem celular de

eritroleucemia humana:=, ela apresenta baixa proporc¢éo de sintese de hemoglobina, ja que
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as celulas cancerigenas tendem a ser extremamente indiferenciadas. Entretanto, possuem
capacidade de sofrer diferenciacdo eritroide quando tratada com diversos agentes,
incluindo 1-p-D-citosina arabinosideo, actinomicina D e hidroxiureia= . Porém, a
maioria desses compostos tem natureza quimica e pouca relevancia fisiologica. Ja
moléculas fisioldgicas, como hemina, eritropoietina, acido butirico e fator de
diferenciacéo eritroide sdo conhecidas por induzir aumento na sintese de hemoglobina de
células K-562: 12,

Desse modo, com o objetivo de investigar a manutencdo da capacidade de
diferenciacdo das células K-562 encapsuladas, procedeu-se ao ensaio de diferenciacéo
eritroide, empregando hemina como agente indutor. Quanto maior a quantidade de
hemoglobina em resposta & hemina, melhor o status de diferenciacdo. De acordo com a
Tabela 13, o percentual de células diferenciadas manteve-se em uma faixa de 39 % a
55 % para todos os sistemas. Na literatura, o emprego de outros agentes indutores, como
eritropoietina, promoveu diferenciagdo eritroide na faixa de 6,2 % a 41,2 % Com
hemina, ha um estudo em que o percentual de células diferenciadas foi de 58,6 %. De
acordo com esses dados, é possivel que a matriz encapsuladora ndo interfere na
capacidade de diferenciacdo eritroide, uma vez que em todos os sistemas foi observada
diferenciacéo das células encapsuladas.

Além disso, observou-se um aumento proporcional do numero de células
benzidina-positivas com a concentracdo de alginato. Possivelmente, esse efeito é
decorrente da progressiva estabilidade das capsulas, quando o teor de alginato aumenta.
Para as matrizes hibridas (ALG 3 %/QUI 0,4 % e ALG 3 %/SIL), houve um decréscimo
do percentual em relagcdo ao ALG 3 %, comprometendo a diferenciacdo eritroide. Outro
fator a ser considerado € a possibilidade de interagcdes entre 0os materiais, 0 que pode ter
interferido na diferenciacdo. A sintese de hemoglobina em células encapsuladas também
foi quantificada pelo método da déxido nitrico sintase modificado, e a quantificacdo da
hemoglobina foi determinada por medidas de absor¢do em 405 nm e 421 nm, conforme

descrito na se¢do de métodos.
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Tabela 13. Concentracdo de hemoglobina e percentual de células benzidina-positivas nos

diferentes sistemas de encapsulamento.

Concentragdo (UM)  Células benzidina-

Sistema Diluicéo positivas (%)
ALG 1% 1:10 21+03 44+ 40
ALG 15 % 1:10 21+ 03 45+ 35
ALG 2% 1:10 1.7+ 0.2 55+5.0
ALG 3% 1:10 1.7+ 0.2 53+4.0
ALG 3 %/QUI 0,4 % 1:10 2301 41+ 3.6
ALG 3 %/SIL 1:10 23+0.2 39+4.0

ALG 1% =alginato 1 %; ALG 1,5 % = alginato 1,5 %; ALG 2 % = alginato 2 %; ALG 3 % = alginato
3 %; ALG 3 %/QUI 0,4 % = alginato 3 % + quitosana 0,4 %; ALG 3 %/SIL = alginato 3 % + silica

De acordo com a Tabela 13, a concentragdo de hemoglobina produzida pelas
células K-562 encapsuladas permaneceu entre 1,7 uM e 2,3 puM. Observou-se uma
tendéncia de aumento da concentragéo de hemoglobina com o teor de alginato, sugerindo
que teores na faixa de 2 % a 3 % promovem uma liberag&o mais eficiente de hemoglobina.
Em relacdo aos sistemas hibridos, a concentracdo foi maior comparada aos alginatos
2 % e 3 %. Todavia, ndo houve uma diferenca significativa, demonstrando que a
integracdo do alginato a um segundo polissacarideo ou matriz inorganica, além de ndo
interferir na diferenciagdo celular, mantém funcional o sistema (as células mantém a
capacidade de se diferenciarem), viabilizando a liberacdo de proteinas e agentes

terapéuticos.
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Figura 7. Diferenciacao ‘fisiolégica de células K-562 com hemina. Microscopia de
contraste com interferéncia diferencial de células K-562 diferenciadas com hemina ap6s
encapsulamento. (a) Ceélulas K-562 sem hemina, (b) células K-562 ap6s 48 horas de
tratamento com hemina 80 uM, (c) células K-562 em alginato 2 % ap6s 48 horas de
tratamento com hemina 600 uM, (d) células K-562 em ALG 3 %/QUI 0,4 % apos 48
horas de tratamento com hemina 600 uM e (e) células K-562 em ALG 3 %/SIL apds 48
horas de tratamento com hemina 600 uM. As barras de escala incam as ampliacGes

originais.

A fim de obter mais informacdes sobre os efeitos de diferentes métodos de
encapsulamento na diferenciacdo celular, cultivamos células K-562 ndo encapsuladas
(livres), por 48 horas, em cultura na presenca de cloreto de hemina 80 uM (Figura 7b).
As micrografias mostram também células K-562 encapsuladas em alginato 2 %, ap0s 48
horas de tratamento com hemina 600 uM (Figura 7c), em alginato 3 %/quitosana 0,4 %
(Figura 7d) e em alginato 3 %/SIL (Figura 7e). Obviamente o tratamento com hemina
induziu a diferenciacédo visivel nas células (Figura 7a versus Figura 7b), que pode ser
inferida a partir da coloracdo avermelhada, indicativa da presenca de grande quantidade

de hemoglobina. Por outro lado, o cultivo de células encapsuladas na presenca de hemina
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afeta, de modo diferente, o estado de diferenciacédo das células: alginato 3 %/quitosana
0,4 % (Figura 7d), de longe, produziu os melhores resultados quando comparados ao
alginato 2 % (Figura 8c) ou 3 %/SIL (Figura 7e). Dessa forma, é possivel garantir a
da de de

K-562 encapsuladas, a qual é bastante preservada em matrizes hibridas, como

manutencao capacidade

diferenciacdo  eritroide células

alginato/quitosana.

5.1.6 — Ensaio de Desintegracao dos Hidrogéis com Células K-562 em PBS

O processo de desintegracdo das capsulas foi investigado por um periodo de 24

horas.
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Figura 8. Curvas de desintegracdo dos sistemas durante 24 horas. (a) ALG 1 %,
(b) ALG 1,5 %, (c) ALG 2 %, (d) ALG 3 %, (e) ALG 3 %/QUI1 0,4 % e (e) ALG 3 %/SIL.
ALG 1% =alginato 1 %; ALG 1,5 % = alginato 1,5 %; ALG 2 % = alginato 2 %; ALG 3 % = alginato
3%; ALG 3 %/QUI 0,4 % = alginato 3 % + quitosana 0,4 %; ALG 3 %/SIL = alginato 3 % + silica. o =
inclinacéo das retas.

A Figura 8 mostra uma representacao linear dos sistemas. Observou-se uma
desintegracdo gradual durante esse periodo. A porcentagem de integridade dos sistemas
permaneceu entre 80 % e 94 %. Para sistemas com menor teor de alginato, o processo de

desintegracdo das capsulas foi mais rapido, mantendo um percentual de integridade de
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apenas 68, 2 % e 70 %, respectivamente, para ALG 1 % e ALG 1,5 % ap0s 24 horas,
sugerindo possivel instabilidade fisiologica do alginato em baixas concentrages. A
medida que a concentragéo de alginato aumenta, a integridade aumenta (88 %) para ALG
2 % e ALG 3 %. O processo de desintegracdo é ainda mais lento, devido a funcionalizacao
da matriz ALG 3 % com quitosana e silica. Isso pode ser explicado pela estabilidade
mecanica  fornecida  pelas  matrizes combinadas ao  alginato.  Para
ALG 3 %/QUI 0,4 % e ALG 3 %/SIL, a integridade permaneceu em 99 % e 94 %,
respectivamente. De fato, as inclinacGes das curvas de porcentagem de integridade das
capsulas hibridas de alginato (Figuras 8e e 8f) diferem significativamente (P = 0,0001)
daquelas das preparaces restantes (Figuras 8a a 8d). Assim, a funcionalizagéo do alginato
é fundamental, a fim de aumentar sua estabilidade mecénica em meio fisioldgico.
Matrizes funcionalizadas podem permanecer estaveis por longos periodos.

Os resultados de caracterizacdo podem explicar o comportamento dos sistemas em
termos de viabilidade e diferenciagédo celular. Os resultados de DLS e SAXS sugeriram
que as células encapsuladas em materiais com baixo conteido de alginato, permaneceram
menos viaveis e menos diferenciadas, quando comparadas as células encapsuladas em
marizes com maior contedo de alginato. Esse fendBmeno ocorre porque o tamanho das
particulas influencia a viabilidade e a diferenciacdo celular. Assim, os sistemas formados
por particulas maiores parecem oferecer ambientes favordveis a manutencdo das
condicdes de viabilidade e do potencial de diferenciacdo. A técnica do potencial zeta
mostrou que sistemas mais estaveis (maior conteido de alginato) foram mais viaveis e
mantiveram a diferenciacdo celular. Além disso, o potencial zeta explicou a estabilidade
com base na eficiéncia do encapsulamento: quanto mais estaveis 0s sistemas, mais
eficientes os processos de encapsulamento. Assim, as técnicas de DLS, SAXS e potencial
zeta mostraram que os sistemas formados por particulas maiores, tendem a ser mais
estaveis, proporcionando condi¢fes adequadas para o fluxo de oxigénio e de nutrientes.
Em relagcdo as matrizes hibridas, além dos resultados potenciais de DLS, SAXS e
potencial zeta, € importante considerar os efeitos das interacGes entre alginato/ quitosana
e alginato/silica. De acordo com os resultados obtidos, 0 ALG 3 % apresentou maiores
viabilidade e percentual de diferenciacdo, quando comparado ao menor contetdo de
alginato. No entanto, o alginato, quando combinado com silica, apresentou diferenciacéo
reduzida. Possivelmente, as interacOes entre as matrizes podem estar influenciando o
processo de encapsulamento e, consequentemente, o fluxo de oxigénio e de nutrientes,

essenciais a sobrevivéncia celular.
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A seguir, serdo apresentados os resultados de caracterizacdo, viabilidade celular,

secrecdo de insulina e desintegracdo dos sistemas com células MIN-6 encapsuladas.

5.2 — ENCAPSULAMENTO DAS CELULAS MIN-6
5.2.1 — Estudo do Processo de Encapsulamento das Células MIN-6

A linhagem celular de insulinoma de rato MIN-6 foi encapsulada em matrizes
puras de alginato 2 % e combinadas com agarose 1 %, amido 1 %, celulose 1 %, gelatina
1 %, glicina 1 %, PEG 5 mg/mL, quitosana 0,4 % e silica. A Figura 9 apresenta 0s
sistemas produzidos a partir do encapsulamento das células MIN-6. Conforme ja relatado,
a funcionalizacdo do alginato com outros polimeros € necessaria, devido a maior
estabilidade das capsulas produzidas. Nesse sentido, o presente estudo combinou alginato
com estruturas positivamente carregadas, como gelatina, glicina e quitosana. A existéncia
de grupos carboxilicos no alginato é uma de suas vantagens em relacdo a essas moléculas,
facilitando a modificacdo da sua estrutura pela combinagdo com as mesmas. A interagao
entre essas matrizes ocorre a partir da ligacdo do grupo carboxilico com o grupo amino

da quitosana, da glicina e dos aminoacidos da gelatina.
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\
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Figura 9. Viabilidade celular pds-encapsulamento. Microscopia com contraste de fase
durante coloracdo com Trypan blue. (a) Células MIN-6 encapsuladas em ALG 2 %,
ampliacdo 40X; (b) células MIN-6 encapsuladas em ALG 2 %/AGA 1 %, ampliacdo 40X;
(c) células MIN-6 encapsuladas em ALG 2 %/AMI 1 %, ampliacao 40X; (d) células MIN-
6 encapsuladas em ALG 2 %/CEL 1 %, ampliacdo 40X; (e) células MIN-6 encapsuladas
em ALG 2 %/GEL 1 %, ampliacdo 40X; (f) células MIN-6 encapsuladas em
ALG 2 %/GEL 1 %/PEG 5 mg/mL, ampliacdo 40X; (g) células MIN-6 encapsuladas em
ALG 2 %/GLI 1 %, ampliacdo 40X; (h) células MIN-6 encapsuladas em ALG 2 %/QUI
0,4 %, ampliacdo 40X; (i) células MIN-6 encapsuladas em ALG 2 %/QUI 0,4 %/SIL
ampliacdo 40X. Células viaveis (brilhantes) sdo indicadas com setas. As barras de escala

indicam o tamanho real nas ampliagOes originais. ALG = alginato; ALGAGA = alginato +

agarose; ALGAMI = alginato + amido; ALGCEL = alginato + celulose; ALGGEL = alginato + gelatina;
ALGGELPEG = alginato + gelatina + polietilenoglicol; ALGGLI = alginato + glicina; ALGQUI =
alginato + quitosana e ALGQUISIL = alginato + quitosana + silica

Além dos materiais catidonicos, as cédpsulas de alginato 2 % foram também
revestidas com polimeros, como agarose, amido e celulose. Alginato e agarose diferem
em termos do mecanismo de gelificacdo, estabilidade quimica e porosidades. Além disso,
a cinética de gelificacdo do alginato € mais rapida=s, permitindo sua combinacdo com a
agarose. Outras vantagens do uso de agarose referem-se a presenca de grupos ionizaveis
em sua estrutura, capazes de interagir com outros polimeros. Em relacdo a celulose,
propriedades como baixa densidade, elevada resisténcia mecanica, baixa toxicidade, bem
como a presenca de superficies grandes e altamente reativas® apresentadas por esse
polimero, sugerem sua aplicacdo como matriz de funcionalizagdo. Além disso, a presenca
de grupos hidroxila fornecem a celulose propriedades reoldgicas Unicas*, influenciando,
possivelmente, as interacdes com o alginato. Ja em relacdo as aplicacdes do amido como
matriz de funcionalizacdo, sua combinacdo com alginato, além de aumentar a estabilidade
mecénica do alginato, também aumenta a resisténcia de materiais termoplasticos de
amido e,

As céapsulas de alginato/gelatina foram ainda revestidas com PEG. As vantagens
da combinacdo com PEG referem-se ao seu carater hidrofilico, devido aos grupos
hidroxila, e a sua solubilidade em agua, favorecendo as interacdes entre os polimeros.

Adicionalmente a esses materiais, 0 presente estudo promoveu o encapsulamento

das células MIN-6 em alginato combinado com silica. O uso de materiais hibridos
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inorganicos-organicos apresenta vantagens do componente organico (alginato), como
biocompatibiliade, elasticidade e flexibilidade, bem como vantagens do componente
inorgénico (silica), como resisténcia térmica, estabilidade quimica, além de ser
biologicamente inerte. Contudo, devido a repulsdo entre as cargas negativas dos grupos
carboxilicos do alginato e dos grupos silandis da silica, um polimero catiénico como

quitosana foi adicionado entre as matrizes organica e inorganica.
5.2.2 — Determinacdo da Eficiéncia de Encapsulamento das Células MIN-6
A Tabela 14 apresenta a eficiéncia do encapsulamento das celulas MIN-6 nas

matrizes alginato e alginato funcionalizado.

Tabela 14. Valores percentuais da eficiéncia do encapsulamento dos sistemas.

) Eficiéncia do
Sistema
Encapsulamento (%)
ALG 63
ALGAGA 65
ALGAMI 58
ALGCEL 85
ALGGEL 50
ALGGELPEG 75
ALGGLI 76
ALGQUI 69
ALGQUISIL 74
ALG = alginato; ALGAGA = alginato + agarose; ALGAMI = alginato + amido;
ALGCEL = alginato + celulose; ALGGEL = alginato + gelatina; ALGGELPEG =
alginato + gelatina + polietilenoglicol; ALGGLI = alginato + glicina; ALGQUI =

alginato + quitosana e ALGQUISIL = alginato + quitosana + silica

De acordo com os percentuais de encapsulamento, os sistemas produzidos
encapsularam as células entre 50 % (ALGGEL) e 85 % (ALGCEL). Observou-se, de
modo geral, um aumento da eficiéncia de encapsulamento com a combinacao do alginato
as demais matrizes. Em relacdo ao ALG, cujo percentual de encapsulamento foi 63 %,
apenas os materiais ALGAMI e ALGGEL foram menos eficientes, encapsulando,
respectivamente, 58 % e 50 %. Fatores como 0 menor tamanho da particula do sistema
ALGAMI (1056 nm) e o baixo valor de potencial zeta, no caso do sistema ALGGEL

(0,0166 mV), podem justificar esse comportamento (dados de tamanho da particula e
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potencial zeta serdo mostrados abaixo). De acordo com os resultados de DLS, observou-
se uma tendéncia de sistemas com particulas maiores encapsularem mais eficientemente
as células, ao passo que matrizes cujos didmetros das particulas foram menores, exibiram
eficiéncias mais baixas. Exemplos disso foram os sistemas ALG e ALGAMI,
apresentando percentuais baixos de encapsulamento, respectivamente, 63 % e 58 %, e

particulas relativamente pequenas.

5.2.3 — Analise Textural e Morfoldgica
5.2.3.1 — Natureza das Matrizes
A Tabela 15 mostra dados de tamanho da particula, indice de polidispersividade,

potencial zeta e diametro de poro dos sistemas.

Tabela 15. Tamanho médio da particula, indice de polidispersividade e potencial zeta.

Tamanho - Potencial
. . Indice de
Sistema médio da olidispersividade zeta
particula (nm) P P (mV)
ALG 1995 0,5 -27,7
ALGAGA 3445 0,6 -18,3
ALGAMI 1056 0,7 -25,7
ALGCEL 2373 0,7 -15,2
ALGGEL 2940 0,7 +0,0166
ALGGELPEG 4873 0,7 -8,51
ALGGLI 4353 0,5 +0,00318
ALGQUI 2643 0,9 -0,0269
ALGQUISIL 1656 0,5 -0,408
ALG = alginato; ALGAGA = alginato + agarose; ALGAMI = alginato + amido;
ALGCEL = alginato + celulose; ALGGEL = alginato + gelatina; ALGGELPEG =
alginato + gelatina + polietilenoglicol; ALGGLI = alginato + glicina; ALGQUI =

alginato + quitosana e ALGQUISIL = alginato + quitosana + silica

De acordo com a Tabela 15, o didmetro médio dos sistemas permaneceu na faixa
de 1056 nm (ALGAMI) a 4873 nm (ALGGELPEG). As particulas do sistema ALG
apresentaram um tamanho de 1995 nm. Na literatura, particulas de alginato para
encapsulamento de proteinas terapéuticas mostraram tamanho médio em torno de
3110 nm=, Além disso, ha um estudo que encapsulou doxorrubicina em alginato, e as
particulas apresentaram tamanho de 1395 nm:~,

No presente estudo, observou-se, de um modo geral, um aumento do tamanho
médio dos materiais funcionalizados. Esse aumento foi influenciado pela natureza da

matriz combinada ao alginato, bem como pelo nimero de polimeros adicionados a ele.
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Isso ocorreu, por exemplo, com o sistema ALGGEL, cujo tamanho médio das particulas
foi de 2940 nm. Qutros fatores, como as interagdes entre as matrizes, a tensao superficial
da solugéo de alginato, bem como a velocidade do fluxo de alginato e de agitacdo da
solucéo de CaClz, também podem ter influenciado no tamanho das particulas.

Na literatura, particulas de alginato/gelatina, visando ao encapsulamento de
proteinas, mostraram didmetro entre 826 nm e 895 nm=. Ao revestir alginato/gelatina
com PEG, o sistema resultante, ALGGELPEG, passou a apresentar o0 maior tamanho de
particula (4873 nm). E possivel que a adicdo de PEG aumente o tamanho das particulas,
resultando na formacéo de particulas grandes. De acordo com um estudo, em que matrizes
de alginato/PEG foram utilizadas como microtransportadores de células-tronco
mesenquimais do corddo umbilical, as particulas exibiram tamanho na faixa de 7000 nm
a 19000 nm:=, Segundo os autores, a adi¢cdo de PEG pode diminuir o grau de reticulagédo
dos materiais, resultando no aumento do tamanho das particulas. Para ALGAGA,
ALGCEL e ALGGLLI, o tamanho das particulas foi, respectivamente, 3445 nm, 2373 nm
e 4353 nm. E possivel que teores de agarose, celulose e glicina, respectivamente, tenham
diminuido o grau de reticulacdo, resultando no aumento do tamanho das particulas. Na
literatura, matrizes a base de alginato/agarose, para encapsulamento de sulfato férrico,
produziram particulas com um didmetro de 4933 nmw. Em relacdo a particulas
alginato/celulose, o tamanho manteve-se entre 70 nm e 100 nm, em um estudo que
promoveu o encapsulamento de rifampicina. Ja para alginato funcionalizado com
glicina, o tamanho é reduzido para cerca de 79 nm, quando essa matriz é utilizada como
adsorvente para remocdao de ions calcio.

Para o sistema ALGQUI, a reticulagdo do alginato com quitosana resultou em uma
matriz cujo tamanho médio das particulas foi de 2643 nm. Nesse caso, 0 aumento do
tamanho da particula pode, também, ser explicado pela repulsdo das cargas positivas,
provenientes da quitosana, elevando o diametro das particulas. Na literatura, particulas a
base de alginato e quitosana exibem tamanho medio de 3390 nm:*, Em relagéo ao sistema
ALGQUISIL, o tamanho de particula foi 1656 nm. Observa-se uma diminui¢do do
tamanho, comparativamente ao ALGQUI. Nesse sentido, com a funcionalizagdo desse
sistema com silica, é possivel que a carga negativa dos silandis propicie a neutralizagéo
do excesso de cargas positivas da quitosana, reduzindo o tamanho das particulas. Da
mesma forma, o sistema ALG reduziu o tamanho das particulas a partir de sua
funcionalizagdo com amido (ALGAMI). Essa diminuicdo pode ter ocorrido devido a

possiveis interagdes entre os polimeros. Em relacéo ao indice de polidispersividade (PDI),
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0s sistemas apresentaram valores que se mantiveram na faixa de 0,5 a 0,9, indicando uma
tendéncia a uma distribuicdo ndo homogénea de tamanhos.

Em termos de potencial zeta, fator-chave na avaliagdo da estabilidade de
dispersdes coloidais, 0s sistemas exibiram valores entre -27,7 mV (ALG) e
+0,00318 mV (ALGGLI), nos quais se observou um aumento desses potenciais com a
funcionalizacdo do alginato. A estabilidade dos sistemas coloidais esta diretamente
relacionada a magnitude do seu potencial zeta. Em geral, se o valor do potencial zeta das
particulas for grande, o sistema é estavel (o valor do potencial é maior que 30 mV ou
menor que -30 mV)we, 1sso ocorre porque as repulsdes eletrostaticas entre as particulas
minimizam sua agregacdo. Por outro lado, se o potencial zeta da particula for
relativamente pequeno, o sistema aglomerara. O potencial zeta exibido por ALG deve-
se a maior concentracdo de cargas negativas, provenientes dos grupos carboxilicos do
alginato, indicando, por isso, grande estabilidade eletrostatica, dada a repulsdo entre essas
cargas. Em relacdo as matrizes funcionalizadas, a incorporacéo de outros materiais levou
a obtencdo de potencias zeta menores e menos negativos. A reducdo desses valores em
relacdo ao ALG ¢é devida, possivelmente, a interacGes eletrostaticas, durante o processo
de producdo, decorrentes entre grupos funcionais do alginato e da matriz adicionada, nos
quais a carga das particulas exerce influéncia. Dentre essas matrizes combinadas,
ALGAMI foi a que apresentou o valor mais negativo (-25,7 mV), sequida de ALGAGA,
ALGCEL e ALGGELPEG, respectivamente, -18,3 mV, -152 mV e -8,51 mV. Os
menores valores foram observados com ALGQUISIL, ALGQUI, ALGGEL e ALGGLI.
Comparativamente ao ALG, nos sistemas contendo quitosana (ALGQUI e ALGQUISIL),
0s potenciais elevaram-se, devido a um possivel acimulo de cargas positivas oriundas
da quitosana, sendo mais negativo para ALGQUISIL, por conta, possivelmente, da
neutralizacdo dessas cargas positivas pelos grupos silandis. Fenémeno semelhante pode
explicar o aumento do potencial zeta nos sistemas ALGGEL, ALGGELPEG e ALGGLI,
devido, possivelmente, a neutralizacdo com as cargas positivas dos aminoacidos (grupos
amino) nos dois primeiros, e ao grupo amino da glicina em ALGGLI. Em relagdo ao
ALGGELPEG, a adicdo de PEG ao sistema ALGGEL promoveu um aumento da
estabilidade dessa matriz. De acordo com a literatura, o encapsulamento de células Hela
em alginato/PEG, apresentou potencial zeta positivo (11,5 mV)=, comparado ao sistema
ALGGELPEG (-8,51 mV). O valor positivo resultante do encapsulamento das celulas

Hela é devido ao excesso de cargas positivas do grupo amino da gelatina e PEG. No
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presente estudo, o valor de potencial zeta negativo para o sistema ALGGELPEG ¢

resultado do predominio de cargas negativas do alginato.

5.2.4 — Andlise Estrutural

A Figura 10 retrata alguns exemplos dos espectros de FTIR resultantes. De acordo
com a Figura 10, observam-se os espectros de (a) ALGGELPEG, (b) gelatina, (c) PEG e
(d) alginato. As principais bandas e seus deslocamentos serdo descritos e discutidos.
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Figure 10. Espectros de FTIR. (a) ALGGELPEG, (b) gelatina, (c) PEG e (d) alginato.
ALGGELPEG = alginato + gelatina + polietilenoglicol

A Tabela 16 mostra as principais bandas dos materiais empregados no
encapsulamento das células MIN-6. A banda centrada em aproximadamente 3310 cm*
refere-se a vibracdo do estiramento do grupo OH. Todos os sistemas funcionalizados
apresentaram deslocamento dessa banda em relagdo ao ALG, sugerindo possiveis
interaces entre os materiais. Nos sistemas ALGGEL, ALGGELPEG, ALGGLI e
ALGQUIISIL, a banda foi deslocada para 3377 cm™. Em ALGAGA, ALGAMI,
ALGCEL e ALGQUI, o deslocamento ocorreu, respectivamente, para 3456 cm™, 3405
cm?, 3398 cm™ e 3393 cm™. A banda em 1605 cm™, atribuida a vibragdo do estiramento
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assimétrico do grupo carboxilico do alginato, foi deslocada para 1610 cm™ em todos os
sistemas. A banda em 1410 cm, associada a vibragdo do estiramento simétrico do grupo
carboxilico, e em 1308 cm™, atribuida a vibragdo de estiramento CH,, foram observadas
em todos os sistemas. Em 1054 cm™, a banda correspondente ao estiramento C—-O (ALG
e ALGAGA) foi observada, deslocando-se para 102 cm™ em outras matrizes. Em
890 cm, é observada a deformacéo da ligagdo C—H das unidades de acido manurénico
do alginato, com excecdo de ALGSTA, ALGCEL, ALGGEL e ALGGELPEG. Para
ALGGLI, essa banda ocorreu em 900 cm™. Em 809 cm?, a vibragio da banda de
estiramento da ligacdo C—O das moléculas de &cido manurdnico foi observada (ALGAMI
ndo apresentou essa banda). Em relacdo as matrizes funcionalizadas, o sistema ALGAGA
mostrou uma banda centrada em 2878 cm, referindo-se ao estiramento C—H do grupo
CH>.

63



Tabela 16. Principais bandas de FTIR das matrizes de encapsulamento 4 m™ .

Matriz de funcionalizagdo Sistema
Nimero de onda (cm™)

ALG  ALG  ALC  ALG éLEE LG AC g oon

ACA CEL QUI CEL CLI PEC SIL AMI ALC ACA AMI  CEL  CEL . car QT

Vow M55 356 310 29 AW M — 066 B0 M6 05 38 BT nm BT 3% 1M
Vegy o = = = o= BB e e e —_ - 278 —_ - —
Yucoo) — — 1605 — — — — — 1605 1610 1610 160 1610 1610 1610 1610 1610
T Spe—— S — — 1494 —

Yicoo) o == M0 = e W0 M0 M0 M0 0 1410 1410 140 1410
e R T B B 1308 1308 1308 1308
() 1054 = 1M - e e e 104 103 1021 1021 1021 1021 1021 1021 1021
degy = == B0 o W0 e - W0 30 S — — 90 3% 390
() — e e e e e e e 09309 - 809 805 809 805 809 809

ALG = algiato; ALGAGA = alginato = agarose; ALGAMI = alginato + amido; ALGCEL = alginato + celulose; ALGGEL = alginato + gelatina; ALGGELPEG = alginato
+ gelatina - polietilenoglicol; ALGGLI = alginato - glicina; ALGQUI = alginato -~ quitesana; ALGQUISIL = algimato + quitosana = silica

64



Com base na comparacédo entre bandas de alguns grupos funcionais antes e apds
a combinac&o entre alginato e polimeros funcionalizadores, alguns valores relevantes de

deslocamento podem ser observados, conforme ilustrado na Tabela 17.

Tabela 17. Principais deslocamentos das bandas do alginato nos sistemas.

Av(cm?)

Sistema Deslocamento
V(0-H) Vas(COO) V(c-0)
ALGAGA -145 5 -
ALGCEL -87 -5 +33
ALGGEL -66 -5 +33
ALGGELPEG -66 -5 +33
ALGGLY -66 -5 +33
ALGQUI -82 +33
ALGQUISIL -66 -5 +33
ALGSTA -94 -5 +33

ALG = alginato; ALGAGA = alginato + agarose; ALGAMI = alginato + amido; ALGCEL = alginato +
celulose; ALGGEL = alginato + gelatina; ALGGELPEG = alginato + gelatina + polietilenoglicol;
glli_CGaGLl = alginato + glicina; ALGQUI = alginato + quitosana; ALGQUISIL = alginato + quitosana +

A banda de estiramento do grupo OH do alginato foi deslocada em todas as
matrizes, sugerindo interacdo entre os materiais, possivelmente a partir da formagéo de
ligacGes de hidrogénio. A banda de estiramento assimétrico do grupo carboxilico, das
unidades de acido gulurdnico e de acido manurdnico, mudou em todos 0s sistemas. Esse
deslocamento mostra a interacdo por meio da ligacdo de hidrogénio nos sistemas:
ALGAGA, ALGCEL, ALGGLI e ALGAMI. Nos sistemas ALGGEL e ALGGELPEG,
0s materiais interagem por forcas eletrostaticas entre o grupo carboxilico do alginato e o
grupo amino dos aminoacidos da gelatina. O Esquema 14 ilustra a interacdo potencial

entre alginato e matrizes de funcionalizag&o.
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Esquema 14. Possiveis interacdes entre alginato e matrizes de funcionalizagéo.

De acordo com o Esquema 14, as possiveis interacdes entre o alginato e as
matrizes de funcionalizacdo foram estabelecidas entre o grupo hidroxila dessas matrizes
e os grupos funcionais do alginato (hidroxila, carboxila e éter). Nos sistemas ALGQUI e
ALGQUISIL, a interacdo entre alginato e quitosana ocorreu, também, entre cargas
negativas do grupo carboxilico do alginato e cargas positivas do grupo amino da

quitosana.

5.2.5 — Estudos de Viabilidade Celular

A avaliacdo da viabilidade celular é importante para determinar a seguranca de
materiais empregados no encapsulamento celular. No presente estudo, a viabilidade das
células MIN-6 encapsuladas foi investigada por meio dos ensaios com Trypan Blue e

MTT.
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5.2.5.1 — Ensaio com Trypan Blue
A Figura 11 apresenta os valores percentuais de viabilidade celular dos sistemas
apos 30 minutos, 6 h, 12 h e 24 h.
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Figura 11. Ensaio com Trypan Blue. Comparacdo da viabilidade dos sistemas nos
diferentes tempos. ALG = alginato; CEL = celulose; QUI = quitosana; GEL = gelatina; GLI = glicina;
PEG = polietilenoglicol; SIL =silica; AMI = amido; ALGAGA = alginato + agarose; ALGCEL = alginato
+ celulose; ALGGEL = alginato + gelatina; ALGGELPEG = alginato + gelatina + polietilenoglicol;
ALGGLI = alginato + glicina; ALGQUI = alginato + quitosana; ALGQUISIL = alginato + quitosana +
silicae ALGAMI = alginato + amido

A Figura 11 apresenta a influéncia do tempo sobre a viabilidade celular dos
sistemas encapsulados. De acordo com a Figura 11, todos os sistemas apresentaram
reducdo da viabilidade ao final de 24 h, comparativamente ao tempo inicial de 30 minutos.
Para os sistemas ALG, ALGCEL, ALGGELPEG, ALGQUI e ALGQUISIL, ndo foram
observadas variac@es significativas até 6 horas do encapsulamento das células. Ja para
ALGAGA e ALGCEL, a viabilidade apresentou pouca reducéo entre 12 h e 24 h. Com o
sistema ALGAMI, a viabilidade decresce ap0s 6 horas. Todavia, a partir do qual, mantém-
se, de modo geral, constante até 24 horas.

De acordo com a Figura 11, uma reducdo na viabilidade foi observada ao longo
de 24 horas. O percentual de células viaveis no tempo avaliado permaneceu entre 40 %,
para o sistema ALG, e 70 % para ALGAGA. Assim, a combinag&o do alginato com outras

matrizes pode manter o fluxo de oxigénio e nutrientes, possibilitando a obtencdo de
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sistemas mais Vviadveis, pois todas as matrizes, exceto ALGGEL e ALGGLY,
apresentaram, ao final de 24 horas, viabilidade entre 52 % e 70 %, maior que 0 ALG. De
acordo com a Figura 11, o tempo influenciou a viabilidade celular. Todos os sistemas
apresentaram reducéo de viabilidade das matrizes encapsuladas ao final de 24 horas, em

comparacdo aos 30 minutos iniciais.

5.2.5.2 —Ensaio com MTT

A Figura 12 apresenta os valores percentuais de viabilidade celular dos sistemas
apos 4 h, 6 h, 12 h e 24 h de exposicédo ao MTT.
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Figura 12. Ensaio com MTT. Comparacdo da viabilidade celular de cada sistema em
relacdo ao tempo. ALG = alginato; CEL = celulose; QUI = quitosana; GEL = gelatina; GLI = glicina;
PEG = polietilenoglicol; SIL =silica; AMI = amido; ALGAGA = alginato + agarose; ALGCEL = alginato
+ celulose; ALGGEL = alginato + gelatina; ALGGELPEG = alginato + gelatina + polietilenoglicol;

ALGGLI = alginato + glicina; ALGQUI = alginato + quitosana; ALGQUISIL = alginato + quitosana +
silicae ALGAMI = alginato + amido

De acordo com a Figura 12, os valores médios de viabilidade permaneceram na
faixa de 51 % a 94 %, respectivamente, para os sistemas ALGGLY e ALGCHISIL. No
final do periodo de avaliacdo de 24 horas, as porcentagens de viabilidade permaneceram
entre 58 % (ALGGLY) e 83 % (ALGCHI). E possivel observar a influéncia do tempo na
viabilidade das células encapsuladas. De acordo com a Figura 12, a maioria dos sistemas
mostrou uma reducdo na viabilidade ao final de 24 horas em comparacdo ao periodo
inicial (4 horas). Isso era esperado, dada a possivel formacéo de agregados celulares que

dificultam a transferéncia de oxigénio, levando a morte celular. Com excecdo de
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ALGGELPEG e ALGCHISIL, cuja viabilidade diminuiu ao longo do periodo avaliado,
os demais sistemas ndo apresentaram comportamento decrescente linear, principalmente
até 12 horas, quando a maioria apresentou aumento de viabilidade. Esse perfil é,
possivelmente, devido a proliferacéo celular favorecida pelas matrizes. As porcentagens
de viabilidade mostradas nas Figuras 11 e 12 expressam a influéncia do tempo na
viabilidade das células MIN-6, encapsuladas nos diferentes sistemas: uma tendéncia a
reducdo da viabilidade é observada com o aumento do tempo.

De acordo com os dados de viabilidade obtidos dos ensaios com Trypan blue e
MTT, observa-se que, para os sistemas ALG, ALGGEL, ALGGLY, ALGCHI e
ALGCHISIL, os valores de viabilidade ndo foram proximos. Isto é possivel, uma vez que
o ensaio com MTT se refere a proliferacdo celular. Assim, nesses sistemas, células viaveis

proliferam mais intensamente do que em outras matrizes.

5.2.6 — Secrecao de Insulina

A Figura 13 mostra as concentracOes de insulina atingidas no meio de cultura de
células MIN-6 livres e encapsuladas nas matrizes. Os resultados indicam que as células
encapsuladas em ALG, ALGAGA e ALGAMI foram capazes de produzir insulina nas
mesmas taxas, que, no entanto, foram significativamente mais baixas (~ 40-50%; P
<0,0061) do que aquelas encontradas em células livres. A adicdo de celulose ou glicina
diminuiu a quantidade de insulina produzida. Curiosamente, enquanto a introducéo de
quitosana nas matrizes melhorou as taxas de producéo de insulina para 0s mesmos niveis
de células livres, a adicdo de silica a essas particulas (ALGCHISIL) reduziu drasticamente
a capacidade de producéo de insulina. E possivel que a alta estabilidade (e provavelmente
a natureza hermética) dessa combinacdo possa ser a razdo subjacente a diminuicdo da
producdo de insulina. Por outro lado, o sistema ALGGELPEG revelou uma producéo de
insulina estatisticamente idéntica a encontrada nas células livres, enquanto a remoc¢éo do
PEG das capsulas reduziu significativamente a producdo de insulina durante o periodo de
24 horas em cultura. Em termos de funcionalizagdo, é possivel observar a influéncia da
matriz. A matriz combinada com alginato aumenta a estabilidade do sistema, garantindo
fluxo adequado de oxigénio e nutrientes para a producdo e secrecdo de insulina. Além
disso, foi encontrada uma forte correlacdo direta (rsp = 0,746, p <0,05) entre a integridade
da capsula e a concentracéo liberada de insulina, indicando a importancia da estabilidade

da cépsula na administracdo de insulina.
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Figura 13. Concentragdo de insulina das diversas combinagdes de células MIN-6
encapsuladas. As diferencas foram comparadas com ANOVA unidirecional e os valores
de P sdo mostrados. a) Para a diferenca entre ALG e ALGCEL (P = 0,0158); b) para a
diferenca entre ALG e ALGGLI (P = 0,6227); c¢) para a diferenca entre ALGQUII e
ALGQUISIL (P <0,0001).

De acordo com a Figura 13, ndo houve diferencas significativas na producdo de
insulina de células livres quando comparadas as células encapsuladas. Assim, 0 processo
de encapsulamento de células MIN-6, a fim de produzir um sistema de liberagdo de
insulina como alternativa ao diabetes, é viavel, pois a funcionalidade celular ¢ mantida
no ambiente de encapsulamento. Vale ressaltar que o encapsulamento de células MIN-6
por alginato e alginato funcionalizado produz a barreira imunoldgica. Assim, é possivel
a administracdo de células MIN-6 encapsuladas, pois as matrizes de encapsulacdo ndo
interferem na difusdo de oxigénio, nutrientes, glicose e insulina, impedindo o contato
direto entre as células e os linfécitos, podendo atrasar a estimulacdo do sistema

imunoldgico e, portanto, diminui a reagéo imune.
5.2.7 — Ensaio de Desintegracdo dos Hidrogeis com Células MIN-6

A desintegracdo das cépsulas foi investigada durante 24 horas. O objetivo do

ensaio foi simular as condigdes fisiologicas e avaliar, nesse meio, a estabilidade mecanica
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das capsulas. De acordo com a Figura 14, foi observada uma desintegracdo gradual dos

sistemas durante o periodo investigado.
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Figura 14. Curvas de desintegracdo dos sistemas ao longo de 24 horas. (a) ALG,
(b) ALGAGA, (c) ALGCEL, (d) ALGQUI, (e) ALGQUISIL, (f) ALGGEL, (g)
ALGGELPEG, (h) ALGGLI and (i) ALGAMI. ALG = alginato; ALGAGA = alginato + agarose;

ALGAMI = alginato + amido; ALGCEL = alginato + celulose; ALGGEL = alginato + gelatina;
ALGGELPEG = alginato + gelatina + PEG; ALGGLI = alginato + glicina; ALGQUI = alginato +

quitosana e ALGQUISIL = alginato + quitosana + silica.

De acordo com a Figura 14, para os sistemas ALGAGA, ALGCEL, ALGCHISIL,
ALGGEL, ALGGLY e ALGAMI, as capsulas mantiveram-se intactas, permanecendo
acima de 90% durante o periodo avaliado. Os sistemas ALG e ALGGELPEG
apresentaram os menores percentuais de integridade, respectivamente, 88 % e 81,2 %.

Em relacdo ao ALG, a menor integridade das capsulas é devida a instabilidade fisiologica
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do alginato. J& para ALGGELPEG, sistema cujas capsulas desintegraram mais
rapidamente, apds 1 hora, o percentual de cépsulas integras era inferior a 90 % (89,4 %),
reduzindo-se a 81,2 % apds as 24 horas. Possivelmente, as interagcdes entre as matrizes
alginato, gelatina e PEG podem ter proporcionado a formacdo de complexos mais
sollveis, favorecendo a dissolugdo dos materiais em intervalos menores.

Em geral, h4 uma tendéncia & manutencdo constante da integridade da cépsula
entre 2 e 4 horas, bem como baixa desintegracdo durante o periodo de avaliacao.

A Figura 15 mostra o dendrograma resultante dos casos de sistemas investigados.
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Figura 15. Dendograma dos casos de sistemas investigados.

A Figura 15 mostra o dendrograma resultante dos casos de sistemas investigados.
Como mostrado na Figura 15, trés grupos distintos podem ser observados. O tamanho de
particula dos sistemas parece ser um parametro relevante no agrupamento das matrizes e
parece, ainda, conferir caracteristicas semelhantes aos sistemas encapsulados. Os
sistemas ALGAGA, ALGCEL, ALGGEL e ALGQUI foram agrupados em uma classe.
Esses sistemas possuem particulas de tamanho grande (2373 nm a 3445 nm). Os sistemas
ALG, ALGAMI e ALGQUISIL foram agrupados em outra classe. A semelhanca desses

sistemas pode ser devida ao fato de apresentarem particulas menores (1056 nm a
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1995 nm). As matrizes ALGGELPEG e ALGGLY formaram um grupo, mostrando, entre
todos os sistemas, 0s maiores tamanhos de particulas (4873 nm e 4353 nm,

respectivamente).
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6 — CONCLUSOES

O presente estudo demonstrou a obtencdo de um sistema de producdo e de
secrecdo de insulina a partir do encapsulamento de células MIN-6.

Iniciou-se o estudo com as células K-562. Dadas as caracteristicas das células
K-562, como robustez, potencial proliferativo e facilidade de manipulagdo, procedemos
ao seu encapsulamento, para fins de investigacdo de biocompatibilidade de material e de
manutencdo da viabilidade e diferenciacdo no ambiente de encapsulamento. De acordo
com os resultados obtidos, as matrizes empregadas foram viaveis, de modo a garantir a
viabilidade e diferenciacdo das células encapsuladas.

O alginato de sodio, como ja demonstrado na literatura, apresentou-se como
material adequado, biocompativel e ndo toxico para encapsular células K-562. O sistema
ALG 2 % foi 0 que apresentou o0 maior potencial, dado seu percentual de encapsulamento
de 60 %. A funcionalizagdo da matriz de alginato com quitosana (ALG 3 %/QUI 0,4 %)
mostrou-se promissora, com percentual de encapsulamento de 31 %. Em termos de
manutencdo da viabilidade e potencial de diferenciacao celular, em todos os sistemas as
celulas mantiveram-se viaveis e diferenciaram-se, sobretudo ALG 2 %, ALG 3% e ALG
3 %/QUI 0,4 %, cuja viabilidade manteve-se acima de 60 %.

Por essas razdes, o sistema ALG 2 % foi escolhido como matriz pura para
encapsulamento das células MIN-6, e como material a ser funcionalizado com agarose,
amido, celulose, quitosana, gelatina, glicina, PEG e silica. De acordo com os resultados
obtidos, as matrizes funcionalizadas mantiveram a viabilidade celular, mostraram que a
combinacdo de alginato com outras matrizes, além de proporcionar estabilidade
mecanica, permite o fluxo de oxigénio e nutrientes. Dentre as matrizes puras de alginato,
0 ALG 2 % apresentou o maior potencial, dado o percentual de encapsulamento de 63 %.
A obtencédo de matrizes hibridas mostrou-se eficiente, com um aumento na porcentagem
geral de encapsulamento. ALGCEL apresentou a maior eficiéncia de encapsulamento
(85 %). Além de manter a viabilidade celular, em todos os sistemas as células MIN-6
permaneceram viaveis apds 24 horas, principalmente ALGAGA, ALGAMI, ALGCEL e
ALGGELPEG, cuja viabilidade permaneceu acima de 60 %. De acordo com os resultados
da desintegracdo, a funcionalizacdo das matrizes reduziu a desintegracdo das capsulas,
aumentando a integridade dos materiais. Todos os sistemas funcionalizados apresentaram
integridade das cépsulas superior a 90 %, exceto ALGGELPEG. Em termos de secrecao

de insulina, em todas as matrizes as células produziram insulina. Foi observada a
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influéncia do tamanho da particula na producéo de insulina. Com o aumento do tamanho
das particulas, houve uma tendéncia a reduzir a producdo de insulina. O sistema
ALGGELPEG teve a maior produgéo de insulina.

Com base nos resultados obtidos, a técnica apresentou como limitagdo uma
porcentagem de encapsulamento néo superior a 85 % (ALGCEL). As potencialidades
avaliadas referem-se a manutencdo da viabilidade e a producédo de insulina das células
MIN-6 encapsuladas. Assim, considerando a instabilidade fisioldgica do alginato, a
selecdo de uma matriz funcionalizada é relevante e necessaria. Portanto, de acordo com
0 conjunto de resultados aqui discutidos, ALGAGA, ALGCEL e ALGQUI podem ser
sistemas promissores para terapia celular.

Em suma, a presente tese alega que a combinacdo do alginato, que fornece
permeabilidade, com matrizes como agarose, amido, celulose, gelatina, gelatina/PEG,
glicina, quitosana e quitosana/silica, que proporcionam estabilidade, propicia o
encapsulamento efetivo de células MIN-6, secretoras de insulina, quando estimuladas,
constituindo, dessa forma, um sistema de producdo e secrecao de insulina. Todavia, com
base nos resultados de viabilidade e secre¢do de insulina, as matrizes funcionalizadas com
glicina e silica podem ser consideradas menos eficientes, ndo constituindo materiais de
primeira escolha na combinacdo com alginato para encapsulamento de células MIN-6.
Com isso, é necessaria mais investigacao acerca das limitacGes dessas matrizes, a fim de

obter-se meios para minimiza-las, bem como explorar suas potencialidades.
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