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Resumo

O diabetes mellitus tipo 1 é uma doenc¢a autoimune que provoca a morte das
células-p produtoras de insulina. Além de ser incuravel, o controle da glicemia é dificil e
labil, e o relapso pode levar a estados hiperglicémicos prolongados que predispdem a
diversos quadros sérios, como doencas cardiovasculares, infecgbes periféricas e coma
cetoacidotico. Os pacientes que apresentam tal distlrbio precisam ater-se a um rigido
estilo de vida que inclui minuciosa observacdo da dieta (quantidade e horario de
refeicbes, composicdo nutricional e quantidade de alimentos ingeridos), pratica de
exercicios fisicos regular e insulinoterapia frequente, invasiva e pouco eficaz. Essa
inefichAcia pode se tornar extrema em um grupo de pacientes com episodios
hiperglicémicos graves e muitas vezes fatais. Frente as claras limitacbes da
insulinoterapia, uma série de tratamentos foram propostos ao longo dos quase 100 anos
de pesquisa com variados graus de sucesso. O transplante de pancreas 6rgao total,
apesar do bom progndstico, por ser uma cirurgia de grande porte apresenta diversos
riscos associados ao procedimento e a necessidade de um regime de drogas
imunossupressoras vitalicio, que expdem o organismo a infecgdes oportunistas, e por si
s6 apresentam uma série de efeitos colaterais. O transplante apenas de ilhotas
pancreaticas apresentou resultados mais promissores; no entanto, ndo s6 a
autoimunidade pode ser recorrente, mas a imunorrejeicdo ndo é eliminada, o que
compromete a viabilidade e a funcionalidade do enxerto no longo prazo. Diante desse
fato, propbs-se o imunoisolamento das ilhotas com capsulas de biopolimeros (cujo
principal € o alginato) de tamanho micrométrico, considerado o mais adequado. O
microencapsulamento possibilitou significativo avanco na linha de pesquisa, com
normoglicemia alcancada, nos melhores casos, por até 3 meses; apds esse periodo, no
entanto, uma série de reacdes inflamatdrias comprometem o suprimento de oxigénio e
nutrientes causando morte celular. A causa dessas reacdes inflamatérias €
desconhecida, mas se sabe que a adsor¢cdo proteica € o primeiro evento que ocorre a
partir da introdugéo de um biomaterial no microambiente in vivo e que desencadeia toda
a cascata inflamatoria subsequente. Essa deposicédo fibrética pode ser condicionada a
diversos fatores fisico-quimicos relacionados a caracteristicas dos materiais e variaveis
de processo proprias do microencapsulamento, de modo que uma investigacao da inter-
relacdo biocompatibilidade-interagdes fisico-quimicas foi realizada por uma série de
pesquisadores empregando métodos de caracterizacao tais como XPS, FTIR, ToF-SIMS,
Potencial { e Angulo de Contato pelo Método da Gota Séssil. Os resultados de uma
revisdo bibliografica desses estudos sdo aqui reportados, com especial énfase dada as
deducdes quanto a biocompatibilidade que podem ser obtidas. As conclusdes levantadas

~ M . .
mostram que a razéo —, 0 peso molecular e o teor de G do alginato, assim como a

hidrofilicidade de eventuais polications e a exposicao de moléculas néo ligadas na
superficie da capsula tém impacto direto na biocompatibilidade; que a adsorcédo proteica
pode ser devida a interacdes de diferentes naturezas, como eletrostatica, hidrofilica e
intermolecular; e que a compreensdo dessa inter-relacdo e o uso de técnicas de
modificacdo quimica polimérica via enxertia podem levar a engenharia de superficies
imunorrepelentes em sua quase totalidade.

Palavras-chave: Inflamacéo; Diabetes; Biofisico-quimica; Engenharia Supramolecular; Imunomateriais
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Capitulo 1: Introducgéo 1

1 Introducéo

A cada quatro casos de diabetes mellitus tipo 1 na América Latina, trés provém do Brasil
— 0 Pais ocupa a 32 posi¢éo no ranking mundial da doenca. Isso significa que quase 100 mil
criancas e adolescentes precisam manter, diariamente, um rigido controle da dieta em termos
de qualidade e quantidade, sob pena de desenvolver complicagBes cuja severidade pode
levar a cegueira e a necessidade de amputacfes. Nos Ultimos 10 anos, sua prevaléncia em
tal faixa etaria aumentou 14 vezes, sendo a doenca crénica endocrinoldgica mais frequente e
a segunda doenca crbnica pediatrica de maior incidéncia (INTERNATIONAL DIABETES

FEDERATION, 2019).

Em 2022, as pesquisas visando a cura da doenga irdo completar 100 anos, e, embora
importantes marcos tenham sido atingidos durante este primeiro século, ainda restam entraves
criticos ao sucesso dos tratamentos. A linha de pesquisa mais promissora, 0 microencapsulamento
de ilhotas pancreéaticas humanas com biopolimeros visando eliminar a rejeicdo imunolégica, tem
como principal desafio projetar uma capsula 100% antivegetativa (que ndo permita proliferacédo
celular) mas, para isso, os mecanismos biofisico-quimicos que governam a interacdo do sistema

imune com a supramolécula biomimética precisam ser profundamente compreendidos.

O presente trabalho tem a finalidade de servir como revisao bibliografica de um longo

histérico de técnicas de caracterizacéo fisico-quimicas?! que tém sido empregadas para entender
essas interacdes, com especial énfase dada as deducdes que podem ser obtidas em termos de

biocompatibilidade. Dessa forma, todas as conclusdes apresentadas no corpo do texto foram

retiradas da literatura; nenhuma € de autoria prépria. A expectativa é de que o estudo em

guestao possa estabelecer as bases para outras futuras investigacdes na fronteira entre areas de
diferentes naturezas de modo a eliminar os empecilhos promovidos pela resposta inflamatéria e
levar, finalmente, a consolidacéo do tratamento como alternativa de cura ao diabetes mellitus tipo

1.

! para técnicas de caracterizagdo de outras naturezas, consulte o Apéndice C.



Capitulo 2: Revisao Bibliogréafica 2

2 Revisao Bibliografica

2.1 Diabetes, diabetes mellitus e diabetes mellitus tipo 1

Segundo o Oxford English Dictionary (2011, p.), o termo “diabetes” vem do
grego antigo diapnTng. Ele foi primeiramente usado em 230 a.C. pelo grego
Apollonius de Memphis (PORETSKY, 2010) e, em traducéo literal, significa
‘passagem através; sifao" ("dia" = através; "betes" = passagem) (BALDONI,
2017). A doenca, no entanto, foi uma das primeiras a serem descritas
(LEUTHOLTZ; RIPOLL, 2011), muito antes da cunhagem do termo: em 1500 a.C.,
um manuscrito egipcio fazia-lhe referéncia como "um esvaziamento excessivo de

urina” (MULLA et al., 2017).

Hoje em dia, o resultado da busca da palavra no dicionario fornece o
seguinte resultado: "cada um dos distlrbios caracterizados basicamente por
excregdo excessiva de urina (poliuria) e sede intensa (polidipsia)” (HOUAISS,
2009). E esses sao 0s principais sintomas que unem uma série de doencas que,
embora tenham origens completamente diferentes, s&o classificadas dentro de

uma s6 descricao.

De acordo com o Relatério Nacional de Estatisticas em Diabetes para 2017
elaborado pelo CDC (Centro para o Controle e Prevencéo de Doengas, da sigla
em inglés), sé nos Estados Unidos 30,3 milhdes de pessoas apresentavam a

doenca. Desses, quase 7,2 milhdes ainda ndo haviam sido diagnosticados.

A cada ano, sdo detectados mais de 1,5 milh&do de novos casos entre
adultos estadunidenses. Desses, 193000 casos referem-se apenas a individuos

com menos de 20 anos de idade.
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Isso, é claro, reflete-se em custos. Em 2012, o custo estimado total de
casos de diabetes diagnosticados nos Estados Unidos foi de US$245 bilhdes
(CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2017). Com esse
dinheiro, é possivel cobrir 0s gastos orcamentérios com a saude do Governo de

SP por aproximadamente quatro anos (PINHONI, 2019).

Para se ter uma ideia, os gastos médicos médios de pessoas portadoras
da doencga nos Estados Unidos giram em torno de US$13700 por ano, sendo que,
desses, US$7900 (= 58%) séo gastos apenas com questdes relacionadas ao
diabetes. Os gastos totais dessas pessoas com saude correspondem a 230% do
valor gasto por pessoas saudaveis (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND

PREVENTION, 2017).

Mas o principal impacto da doenca esta nos efeitos que pode ter se ndo

tratada a longo prazo. Alguns desses efeitos incluem, mas nao se limitam a:

e Risco de derrame: 4x mais alto;

e Perda de consciéncia devido a cetoacidose;

e Risco aumentado de desenvolver catarata e glaucoma;

e Disturbios visuais: vasos sanguineos danificados nos olhos podem causar,
por exemplo, moscas volantes. Se ndo tratados, podem levar a cegueira;

e Risco de doenca cardiovascular: Pressdo alta e vasos sanguineos
danificados colocam presséao no coragao;

e Aumento do risco de infec¢des, sejam bacterianas, virais ou fangicas,
especialmente nos pés;

e Presséo alta;

e Vasos sanguineos danificados (PIETRANGELO, 20177?).
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Na realidade, o termo “diabetes” € usado para descrever duas condi¢oes

totalmente desconexas: diabetes mellitus e diabetes inspidus.

A diabetes inspidus (DI) € uma condi¢ao caracterizada por grandes quantidades
de urina diluida (por isso inspidus, que, em latim, significa insossa) e aumento da sede.
Pode ser dividida em quatro tipos, de acordo com as causas subjacentes: DI central é
devida a falta do horménio vasopressina (hormonio antidiurético), seja por danos ao
hipotalamo ou a glandula pituitaria ou a fatores genéticos; DI nefrogénica ocorre quando
0s rins ndo respondem adequadamente a vasopressina; DI dipsogénica é resultado da
ingestdo excessiva de fluidos devido a danos no mecanismo de controle de sede do
hipotalamo; DI gestacional ocorre apenas durante a gravidez (NATIONAL INSTITUTE OF

DIABETES AND DIGESTIVE AND KIDNEY DISEASES, 2015).

A condicdo mais conhecida, no entanto, € a chamada diabetes mellitus (DM). DM
€ um grupo de disturbios metabdlicos caracterizados por um alto nivel de agucar no
sangue por um periodo prolongado (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014). Esse teor
de acucar reflete-se no carater adocicado da urina de pacientes de DM; dai o nome
mellitus. Além dos sintomas préprios a qualquer variante de diabetes, os pacientes de
DM costumam apresentar também aumento da fome. Se nao tratada, a DM pode trazer
muitas complicacbes (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2013), agudas e cronicas.
Além das citadas acima, pode ocorrer ainda doenca renal crénica, estado hiperglicémico

hiperosmolar que pode levar ao coma, e até mesmo a morte (KITABCHI et al., 2009).

A prevencao e o tratamento envolvem a manutencdo de uma dieta saudavel,
exercicios fisicos regulares, um peso corporal normal e evitar o uso de tabaco. O controle
da pressao arterial e a manutencéo de cuidados adequados com os pés e os olhos séo

importantes para pessoas com a doenca (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2013).

Em 2017, o numero de portadores de diabetes mellitus era estimado em 425

milhdes (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2019), o que correspondia a 8,8%
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da populagéo adulta, com taxas iguais em homens e mulheres (VOS et al., 2012). A
tendéncia sugere que as taxas continuardo a subir (INTERNATIONAL DIABETES
FEDERATION, 2019). Ser portador de DM no minimo dobra o risco de uma pessoa ter
morte prematura (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2013). Em 2017, a DM foi
responsavel por entre (3,2) e 5 milhdes de mortes (INTERNATIONAL DIABETES
FEDERATION, 2019), 3 vezes mais do que a cirrose em 2015 (VOS et al., 2016);
(WANG et al., 2016). O custo econdmico global de despesas com saude
relacionadas a DM em 2017 foi estimado em US$727 bilh6es (INTERNATIONAL

DIABETES FEDERATION, 2019).

A insulina é o principal horménio que regula a captagdo de glicose do
sangue na maioria das células do corpo. Portanto, desempenha um papel central

em todas as formas de diabetes mellitus (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION).

A insulina atua conforme o seguinte mecanismo: a ingestao e consequente
digestdo de alimentos eleva a glicemia, estimulando as células B a produzirem
insulina e inibindo a producdo de glucagon pelas células a. A insulina, por sua
vez, estimula o figado a absorver a glicose e metaboliza-la de modo a armazena-
la na forma de glicogénio. Quando a glicemia cai, ocorre o inverso: as células 3
sao inibidas e as células a sédo estimuladas a liberar glucagon, que vai atuar no
figado na lise da reserva energética de glicogénio, gerando glicose como insumo

as células.

Quando, no entanto, a insulina ndo desempenha seu papel corretamente, esse

mecanismo é comprometido, e o individuo pode apresentar glicemia repetidamente

superior a 126 % apés jejum ou acima de 200 % no teste oral de tolerancia a glicose

(TOTG). Esses valores séo suficientes para classifica-lo como portador de DM

(SOCIEDADE BRASILEIRA DE ENDOCRINOLOGIA E METABOLOGIA, 2006).
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Existem duas razfes para a insulina ndo desempenhar bem seu papel: ou ndo é
produzida pelo pancreas em quantidade suficiente ou as células do corpo nédo respondem
adequadamente a insulina produzida (GARDNER; SHOBAC, 2011). Essas razbes levam

a existéncia de 2 tipos de diabetes mellitus (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014):

e Diabetes tipo 1 (T1D) resulta da falha do pancreas em produzir insulina suficiente
devido a morte de células B. ‘Esta forma era anteriormente denominada “diabetes
mellitus dependente de insulina” (IDDM, na sigla em inglés) ou “diabetes juvenil”
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014). A morte de células B é causada por
uma resposta autoimune (NORMAN; HENRY, 2014). A causa desta resposta
autoimune é desconhecida (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014);

e Diabetes tipo 2 (T2D) comecga com resisténcia a insulina, condicdo na qual as
células ndo respondem adequadamente a insulina (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2014). A medida que a doenca progride, o paciente pode
desenvolver também insuficiéncia na producdo do horménio (RSSDI Textb.
Diabetes Mellit., 2014). Esta forma era anteriormente denominada “diabetes
mellitus independente de insulina” (NDDM, na sigla em inglés) ou “diabetes do
adulto”. A causa mais comum é uma combinacéo de peso corporal excessivo e
pratica de exercicios insuficiente (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014).

Pacientes com T2D apresentam, além dos sintomas comuns a diabetes e a DM,

cansaco (NATIONAL INSTITUTE OF DIABETES AND DIGESTIVE AND KIDNEY DISEASES,
2014). Muitas vezes, o0s sintomas aparecem lentamente. Fatores genéticos tém grande

influéncia na possibilidade de desenvolver a doenca (NATIONAL INSTITUTE OF DIABETES

AND DIGESTIVE AND KIDNEY DISEASES, 2016).

T2D representa cerca de 90% dos casos de diabetes, com o0s outros 10%
devidos principalmente ao T1D.

O tratamento envolve, além da prética de exercicios, a ado¢édo de uma dieta

saudavel (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014). Se os niveis de agucar no
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sangue nao forem efetivamente reduzidos, o uso de metformina pode ser
recomendado (MARUTHUR et al., 2016); (SAENZ et al., 2015). A cirurgia
bariatrica pode amenizar a condicdo em pacientes obesos (CETINKUNAR et al.,
2015); (GANGULY et al., 2015).

As taxas de T2D vém aumentando acentuadamente desde 1960,
paralelamente a obesidade. Em 2015, havia aproximadamente 392 milhdes de
pessoas diagnosticadas com a doenga, em comparacao a cerca de 30 milhdes
em 1985 (MOSCOU, 2013); (VOS et al., 2016). Normalmente, comeg¢a na meia-idade
ou na idade avangada, embora as taxas de T2D estejam aumentando em jovens (TFAYLI;
ARSLANIAN, 2009); (IMPERATORE et al., 2012).

Diferentemente do T2D, no T1D os sintomas geralmente aparecem em um curto
espaco de tempo. Embora a causa da doenca seja desconhecida, acredita-se que
envolva uma combinacédo de fatores genéticos e ambientais (NATIONAL INSTITUTE OF
DIABETES AND DIGESTIVE AND KIDNEY DISEASES, 2016). Fatores de risco incluem
ter um membro da familia com a doenca. O T1D pode ser diferenciado do T2D pela
presenca de autoanticorpos (CHIANG et al., 2014).

Nao h& maneira conhecida de prevenir o T1D (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2014). “O namero de pessoas afetadas globalmente é desconhecido,
embora se estime que cerca de 80000 criancas desenvolvam a doenca a cada ano”. Nos
Estados Unidos, o nimero de pessoas afetadas é estimado em 1 a 3 milhdes (CHIANG
et al., 2014); (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2020). As taxas de incidéncia
geografica variam amplamente, com aproximadamente 1 novo caso a cada 100000
pessoas por ano no Leste da Asia e na América Latina e cerca de 30 novos casos a cada
100000 pessoas por ano na Escandinavia e no Kuwait (ATKINSON; SKYLER, 2012);
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016). Geralmente a doenca tem inicio na infancia
ou na juventude (NATIONAL INSTITUTE OF DIABETES AND DIGESTIVE AND KIDNEY

DISEASES, 2016).
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Um numero de abordagens tem sido explorado para entender as causas e
fornecer tratamentos para o tipo 1.

Quanto a dieta, dados sugerem que a gliadina (uma proteina presente no
gliten) pode desempenhar um papel no desenvolvimento do T1D, mas o
mecanismo ndo é totalmente compreendido (SERENA et al., 2015). O aumento
da permeabilidade intestinal causado pelo glaten, e a subsequente perda da
barreira intestinal, que permite a passagem de substancias pro-inflamatérias ao
sangue, podem induzir resposta autoimune em individuos geneticamente
predispostos ao T1D (ELFSTROM; SUNDSTROM; LUDVIGSSON, 2014);
(VISSER et al.,, 2009). Existem evidéncias de experimentos realizados em
modelos-animais de que a remocdo do gluten da dieta pode impedir o T1D
(SERENA et al., 2015); (ANTVORSKOQV et al., 2014), mas os resultados das
pesquisas em seres humanos sdo conflitantes.

Uma teoria propde que o T1D é devido a uma resposta autoimune
desencadeada por virus, na qual o sistema imunologico ataca células infectadas
por virus junto as células B no pancreas (REWERS,; LUDVIGSSON, 2016);
(FAIRWEATHER; IMMUNOLOGY:; 2002, [s.d.]).

A terapia génica foi proposta como uma possivel cura parao T1D (BAGLEY
et al., 2008).

Células-tronco podem ser usadas para gerar células 3, mas no comeco as
células geradas nao funcionavam tdo bem quanto as células B normais (MINAMI;
SEINO, 2013). Em 2014, foram produzidas células f mais maduras que liberaram
insulina em resposta ao agUcar no sangue quando transplantadas em
camundongos (PAGLIUCA et al., 2014); (REZANIA et al., 2014). Mais seguranca

e eficacia, no entanto, séo requeridas para testes em humanos.
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2.2 Tratamento parao T1D

2.2.1 Historico

O primeiro tratamento de diabetes com sucesso foi feito por Banting e Best
em 1922 utilizando insulina proveniente de cédes (BANTING; BEST, 1922). A
insulinoterapia continua sendo, até hoje, a principal forma de tratamento para o
T1D (NATIONAL INSTITUTE OF DIABETES AND DIGESTIVE AND KIDNEY

DISEASES, 2009). Ela é feita com base em 2 regimes: convencional e intensivo.

A insulinoterapia convencional € um regime mais antigo (em voga antes do
desenvolvimento da monitorizacdo de glicemia em casa), mas ainda € utilizado

em certa quantidade de casos, sendo caracterizada por:

e Injecdes de insulina de uma mistura de insulina de acdo rapida (ou
regular) e intermediaria duas vezes ao dia, de manha (para cobrir café
da manha e almoco) e a noite (para melhor controle da glicose durante
a madrugada). Em alguns casos pode ser indicada administracéo 3x ao
dia;

e Programacéao de refeicbes para corresponder aos picos previstos nos
perfis de insulina;

e Um intervalo-alvo para os niveis de glicose no sangue maior do que o
desejado para o regime intensivo;

e Inexisténcia de medicdes frequentes de niveis de glicose no sangue.

A vantagem do regime convencional € que, para diabéticos com estilo de
vida regular, € menos invasivo. No entanto, se comparado ao regime intensivo, é

dificil obter bons resultados de controle glicémico com o regime convencional.
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J& o regime intensivo recebe esse nome porque requer a administracao de
4 ou mais doses por dia de insulina. Em contrapartida, oferece maior flexibilidade
guanto a horérios e ingestao de carboidratos em refeicdes, assim como na pratica

de atividades fisicas.

No entanto, além de apresentar eficacia relativa por ndo mimetizar, com
precisao, a cinética de secrecdo da insulina enddgena, poder ter efeitos colaterais
e ser desconfortavel ao paciente (que deve administrar a inje¢cdo em intervalos de
tempo de poucas horas e monitorar constantemente a glicemia ao longo do dia),
em um grupo especifico de pacientes de T1D com episodios glicémicos graves e
muitas vezes fatais, o controle da glicemia por insulinoterapia é dificil e labil,
mesmo por meio de injecao ou bomba. Por essas razdes, tratamentos alternativos
foram desenvolvidos para substituir os tecidos danificados (SILVA; SOGAYAR,

2018).

O primeiro transplante de pancreas orgao total ocorreu em 1966 na
Universidade de Minnesota, em Minneapolis, nos Estados Unidos. Apesar do
falecimento da paciente 3 meses apoés a cirurgia, a substituicdo pancreatica foi
considerada um sucesso (KELLY etal., 1967). De la pra c4, significativos avancos
foram registrados no ambito de drogas imunossupressoras, técnicas cirargicas e

preservacao de 0rgaos.

Apesar do progndéstico ser muito bom, com 95% dos pacientes ainda vivos
1 ano pés-cirurgia e 80-85% de todos os pancreas ainda funcionais (FISHMAN;
RUBIN, 1998), complicacdes podem surgir imediatamente ao término do
procedimento, como trombose, inflamacgéo, infecgdo, sangramento e rejeicdo do

novo pancreas (YADAV et al., 2017). A rejeicdo pode ocorrer imediatamente ou a
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gualquer momento da vida do paciente. Para evitar a rejei¢cao, os pacientes devem
submeter-se a um regime de drogas imunossupressoras. Além de comprometer,
consideravelmente, as defesas do corpo, deixando o individuo vulneravel a
infec¢Bes oportunistas que podem levar & morte, essas drogas podem causar uma

variedade de efeitos colaterais, que incluem:

Osteoporose,

e Colesterol alto;

e Presséo alta;

e NAausea, diarreia ou vomitos;
e Fotofobia;

e Inchaco;

e Ganho de peso;

e Inflamacgé&o das gengivas (MAYO CLINIC, 2019).

Além disso, por exigir a realizacdo de laparotomia, é considerada uma intervencéo
cirargica de grande porte, de modo que d4 margem a lesédo de 6rgaos vitais, perda de
fluidos e sangue (COSTA); (MOHABIR, 2018). Possibilita, ainda, maior risco de
contaminagdo microbial que pode desencadear infeccdo sistémica e por em risco a vida

do paciente (EMORY UNIVERSITY DIVISION OF ANIMAL RESOURCES).

Portanto, apesar do transplante de péancreas estar associado a uma
melhoria na qualidade de vida e até mesmo a reverséo de algumas complicacdes
tardias associadas ao T1D, traz consigo outros maleficios, sendo indicado apenas
a poucos pacientes, geralmente aqueles que necessitam de transplante renal e
dependem do bom funcionamento do pancreas para o0 sucesso do procedimento

(SILVA; SOGAYAR, 2018).
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2.2.2 Transplante de ilhotas pancreéaticas humanas (HPI)

O conceito do transplante de ilhotas ndo é novo (PIEMONTI; PILEGGI,
2013). “Investigadores tdo antigos quanto o cirurgido inglés Charles Pybus (1882-
1975) tentaram enxertar tecido pancreatico para curar diabetes” (SOUZA et al.,
2011). A maioria, no entanto, atribui a era recente da pesquisa de transplante de
ilhotas aos estudos de Paul Lacy, que remontam a mais de 3 décadas. Em 1967,
0 grupo de Lacy desenvolveu um novo método baseado em colagenase
(BALLINGER; LACY, 1972) (posteriormente modificado pelo Dr. Camilo Ricordi,
entdo trabalhando com o Dr. Lacy) (RICORDI et al., 1990) para isolar ilhotas,

abrindo caminho a futuras experiéncias com ilhotas in vivo e in vitro.

Desde entdo, melhorias nas técnicas de isolamento e em regimes
Imunossupressores culminaram, em 2000, com a publicagdo por Shapiro e
colegas de um relatério descrevendo 7 casos consecutivos de pessoas que
“alcancaram euglicemia apos o transplante de ilhotas usando um protocolo livre
de esteroides e um grande nimero de ilhotas, que ficou conhecido como Protocolo
de Edmonton” (SHAPIRO et al., 2000). Este protocolo foi adaptado por centros de
transplante de ilhotas em todo o mundo e aumentou muito o0 sucesso do

procedimento.

Para isolar as ilhotas, os pesquisadores usam uma mistura de enzimas
altamente purificadas (colagenases). Uma solucdo dessas enzimas é inserida no
ducto pancreético que atravessa a cabeca, o corpo e a cauda do pancreas.
Administrada dessa maneira, a solucéo enzimatica causa distensdo do pancreas, que
€ subsequentemente cortado em pequenos pedacos e transferido a chamada Camara

de Ricordi, onde ocorre a digestdo do parénquima hepatico e a liberacdo das ilhotas.



Subcapitulo 2.2: Tratamento para o T1D 13

2.2.2.1 Vantagens

Entre as muitas vantagens potenciais do transplante de ilhotas em relagao

ao transplante de pancreas o6rgao total estéo:

A baixa carga antigénica (1-2 g de volume celular de ilhotas versus um
o6rgao multicelular de aproximadamente 100 g);

Um procedimento de transplante menos invasivo, mais simples e de
baixa morbidade, consistindo em cateterismo transepatico percutaneo
da veia porta versus vascularizacdo cirurgica delicada de um 6rgéo
inteiro e um procedimento complexo para drenagem do pancreas
exdcrino na bexiga ou intestino;

A facilidade com que ilhotas podem ser manipuladas favoravelmente in
vitro para alterar a imunogenicidade ou produzir produtos génicos que
alteram favoravelmente o microambiente da ilhota pds-transplante ou
protegem as ilhotas de elementos nocivos que podem resultar em
necrose ou apoptose (LEROITH; TAYLOR; OLEFSKY, 2004).
Eliminacdo de possiveis complicacbes associadas a presenca de
enzimas exocrinas (SILVA; SOGAYAR, 2018);

Mais facil manutencédo e possibilidade de serem colhidas de enxertos
de doadores que, de outro modo, ndo seriam adequados ao transplante
de 6rgaos;

Internacdes hospitalares mais curtas com a promessa de obter grandes
reducdes nos custos gerais com saude (THE CHAIKOF LAB — AT THE
INTERFACE OF ENGINEERING AND MEDICINE).

Taxa de relaparotomia durante os 3 primeiros meses reduzida de 40

para 3%;
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e Nao apenas o0 procedimento de transplante, mas o0 regime
imunossupressor necessario pos-intervengdo esta associado a menor
morbidade e vulnerabilidade a infecces com risco de morte;

e Maior numero de candidatos aptos ao transplante: p. ex., pacientes
previamente avaliados para transplante de pancreas 6rgao total e
excluidos por doenca cardiovascular podem ser considerados para
transplante de ilhotas, ja que ndo ha contraindicagcbes absolutas
relacionadas a doencas cardiovasculares em cirurgias de pequeno
porte (MAFFI et al., 2011);

e Menor incidéncia de complicagcbes técnicas pds-operatérias
responsaveis pela perda do enxerto, como trombose e vazamentos

anastomoticos (MOASSESFAR et al., 2016).

2.2.2.2 Limitacoes
O protocolo de isolamento e purificacdo de ilhotas pancreaticas recomenda

o transplante de mais de 5000 % de peso corporal do receptor. No entanto,

apenas 1 pancreas nédo fornece essa quantidade, sendo necesséarios ao menos 2.
O pancreas, como qualquer outro 6rgdo, apresenta demanda ordens de
magnitude superior a oferta. H4 enorme pressao para que 0S poucos pancreas
disponiveis sejam destinados ao transplante, o que limita consideravelmente a
sua aplicacdo em pesquisas. Para se ter uma ideia, no Brasil mais de 30 mil
pessoas esperam na fila do transplante. A relacdo oferta versus demanda, no
entanto, varia de regido para regidao (BRASIL, 2018). No Reino Unido, por
exemplo, a média de espera por um pancreas é de apenas 13 meses (NATIONAL

HEALTH SERVICE, 2019).
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Outra limitacdo relacionada a aplicagdo da técnica é a necessidade,
similarmente ao transplante de pancreas 6rgao total, de submissdo do paciente a um
regime imunossupressor vitalicio. Esse € um dos fatores que restringe a elegibilidade
de pacientes de T1D ao transplante de ilhotas apenas a portadores da doenca por
mais de 5 anos e maiores de idade, cuja doenca seja instavel, apresentem episédios
hipoglicémicos graves e labilidade glicémica que ndo possa ser estabilizada atravées
de insulinoterapia.

Quanto a eficacia do tratamento, as restricbes aparecem em menos de 5
meses. Apenas 50% dos pacientes permanecem insulinoindependentes apds 5 anos
do procedimento, e, 5 anos mais tarde, a maioria ja retomou 0 uso de insulina em
algum grau. Tanto a funcionalidade quanto a viabilidade das células séao
comprometidas ou pela rejeicdo do sistema imune do receptor; ou pela recorréncia
de autoimunidade; ou pela destruicdo provocada pelo regime imunossupressor
(SILVA; SOGAYAR, 2018).

Outro aspecto importante que compromete a sobrevivéncia das células é a
ocorréncia do chamado estresse oxidativo, que estd associado a liberacao de radicais
livres, em especial de espécies reativas de oxigénio (ROS, na sigla em inglés). Ao
mesmo tempo que o tratamento com potentes antioxidantes pode mitigar esse
processo, reduzindo a apoptose, dependendo do antioxidante a suplementacdo pode
ter o efeito negativo inverso de interromper a sintese do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF, na sigla em inglés), que desempenha papel central na
neovascularizacdo. As redes capilares sdo removidas no isolamento de ilhotas, de modo
gue a revascularizacao é imperativa a sobrevivéncia das células. Dessa forma, estudos

gue envolvem antioxidantes atoxicos estdo em andamento (GAMBLE et al., 2018).
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Tabela 1: Riscos e beneficios do transplante de ilhotas, transplante de pancreas 6rgéo total, e insulinoterapia com bombas

Riscos e beneficios

Transplante de ilhotas

Transplante de

Bomba de insulina

pancreas
Morte devido a operagéo ou ao procedimento Menos do qufgz) paciente em 3 pacientes em 100 Perto de 0
Operagéo para abrir a barriga 2 pacientes em 100 Todos os pacientes 0
Repetir a operagdo na barriga Pertode 0 30 pacientes em 100 0
Sérias complicagdes cirurgicas incluindo colostomia Pertode 0 30 pacientes em 100 0

Quando o tratamento comega a funcionar
Qualquer infecgdo ao longo de 6 anos

Infecgdo com risco de morte e efeitos clinicos ao longo de 6 anos

Depois de 3-12 semanas

17 pacientes em 100
2 pacientes em 100

Imediatamente
17 pacientes em 100
2 pacientes em 100

Imediatamente
Nao aplicavel
0

Morte devido a infecg@o ao longo de 6 anos 1 paciente em 300 1 paciente em 300 Nao aplicavel

Cancer, potencialmente fatal, ao longo de 6 anos (exceto cancer de

< 2 pacientes em 100 4 pacientes em 100 0
pele)
Cancer de pele incluindo melanoma (frequentemente tratavel) ao 8 pacientes em 100 8 pacientes em 100 0
longo de 6 anos
Reducéao grave da fungao renal devido a medicamentos antirrejeicio As vezes As vezes Nao aplicavel
Eliminacao da necessidade de insulina exdgena por 1 ano 30-70 pacientes em 100 80-90 pacientes em 100 Nao aplicavel
Eliminagdo da necessidade de insulina exdgena por 5 anos 10-30 pacientes em 100 50-60 pacientes em 100 N&o aplicavel

Grande redugao do numero de crises hipoglicémicas severas por 18

75-95 pacientes de 100
meses

75-85 pacientes de 100

75 pacientes em
100

Provavelmente

Risco reduzido de crises hipoglicémicas severas por 5 anos 50-70 pacientes em 100 50-70 pacientes em 100

Melhora nas complicagdes do diabetes Provavelmente Provada

Fonte: RUTTER et al.
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2.3 Encapsulamento de ilhotas pancreaticas humanas

Dadas as deficiéncias mencionadas acima associadas aos meétodos atuais
de tratamento de T1D, 3 questbes centrais precisaram ser enfrentadas pelos
pesquisadores: a necessidade de um regime imunossupressor Vvitalicio; a
escassez de doadores falecidos; e o mimetismo fisiolégico de um pancreas
funcional. Uma estratégia atraente para a geragdo de um pancreas bioartificial que
elimina a necessidade de imunossupressores € o0 encapsulamento de ilhotas
produtoras de insulina em uma membrana semipermeavel. Essa membrana deve
possuir propriedades adequadas para proteger as ilhotas do sistema imunolégico
do hospedeiro e ao mesmo tempo permitir a troca de nutrientes e de pequenas
moléculas (incluindo glicose e insulina) entre as ilhotas encapsuladas e seu
ambiente externo.

Até o presente momento, as membranas semipermedveis existentes
podem ser categorizadas, com base nas diferencas na distancia de difusao, em:

e Revestimentos ultrafinos — modificam diretamente a superficie das

ilhotas para melhorar as propriedades mecéanicas e de transporte.
Visam cobrir cada ilhota com uma espessura uniforme, em vez de
controlar o didametro total da capsula, como os demais métodos;

e Macrocapsulas — capsulas macrométricas que envolvem de 70 até

500000 ilhotas equivalentes. Podem ser extravasculares ou
intravasculares baseado no seu mecanismo de transporte;

e Microcépsulas — tipicamente envolvem apenas um pequeno nimero de

células, e, portanto, requerem cirurgia de pequeno porte. O diametro
varia de 400 a 800 pm, sendo que o mecanismo de transporte de

nutrientes é basicamente difusivo (SONG; ROY, 2016).
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2.3.1 Microencapsulamento

A primeira tentativa de encapsular células em membranas poliméricas foi
feita por Vincenzo Bisceglie em 1933. Na ocasiao, ele envelopou células tumorais
em uma estrutura polimérica e as transplantou na cavidade abdominal de um
porco, quando percebeu que as ceélulas permaneceram vidveis por um longo
periodo sem serem atacadas pelo sistema imunoldgico (BISCEGLIE, 1934). Mas
foi Thomas Chang, em 1964, que prop0s a ideia de bioencapsulamento com
membranas poliméricas ultrafinas para promover imunoprotecdo. Ele sugeriu
que essas “células artificiais” produzidas pelo método de gota n&o apenas
protegiam as células encapsuladas da imunorrejeicdo, mas também
proporcionavam uma alta razéo superficie-volume, permitindo boa transferéncia

de massa de Oz e nutrientes (CHANG, 1964).

Vantagens em relacdo as demais técnicas incluem a manutencdo de um
gradiente de difusdo adequado independentemente da quantidade de nutrientes;
uma distancia segura entre as ilhotas e 0 meio externo, desencorajando uma
resposta imune; e a insercao individual de ilhotas nas capsulas, para que, em caso

de perda de integridade, apenas algumas ilhotas sejam destruidas.

Uma variedade de biomateriais tem sido usada na composi¢cdo das cépsulas,
desde polimeros artificiais, como poli(etileno glicol) (PEG), poli(alcool vinilico) (PVA),
poliuretano (PU), poliéster (PES), polipropileno (PP) e poliacrilatos, até biopolimeros
encontrados nas mais diversas formas na natureza, como agarose, quitosana, celulose,
colageno, xantana e alginato. No entanto, atualmente “considera-se que apenas o0
alginato de sédio foi suficientemente estudado de forma a qualifica-lo como seguro para

aplicacdo em humanos” (SILVA; SOGAYAR, 2018, apud DE VOS et al., 2014).
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2.3.1.1 Biopolimeros

2.3.1.1.1 Naturais

2.3.1.1.1.1 Alginato de sédio

O alginato de sddio é um sal obtido a partir da neutralizagdo, com NaOH, do acido alginico, um
copolimero classificado dentro dos polieletrélitos. De ocorréncia natural?, apresenta boa biocompatibilidade,
sendo formado por 2 mondmeros — acido gulurdnico (G) e acido manurdnico (M) — cujo sequenciamento

define suas propriedades distintas (SILVA; SOGAYAR, 2018).

Através de uma bomba de ejegédo é possivel obter capsulas de alginato de sédio contendo células,
porém somente através de um processo conhecido como gelificacdo € que se formam membranas
resistentes. Esse processo assemelha-se fortemente a cura de um polimero termorrigido no que concerne a
formacgéo de uma estrutura reticulada; a diferenca é que as ligagdes entre as cadeias ndo sédo de natureza
covalente, mas sim i6nica, desempenhando os ions de Ca? e Ba** o mesmo papel que o enxofre na
vulcanizacao.

Figura 1: Formula estrutural dos monémeros do acido alginico a); aparelhagem
experimental de microencapsulamento b); ligacdes cruzadas apds gelificacao c)

acido gulurénico (G) acido manurdnico (M) !
@
L]

a)

. @ 8" ) . ‘
ﬂ;&mm ooc{w/ 05 HO Sr . . ® Ba?* .
7\ .aa ® 00

oM mn( |

c)

b)

Fonte: (SILVA; SOGAYAR, 2018)

2 Para entender de onde o alginato advém, como é extraido e purificado, consulte o Apéndice A.
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2.3.1.1.1.2 Quitosana

A quitosana é outro copolimero pertencente ao grupo dos polieletrélitos.
Encontrado na carapaca de artropodes, em fungos, anelideos e moluscos, pode
também ser produzida a partir da quitina através de uma reagdo conhecida como
desacetilacdo, em que um grupo acetamida (NHCOH3) é convertido em uma
amina primaria na presenca de uma base de carater fortemente alcalino (FOOK

et al., 2016).

Sendo um polimero de origem natural e biodegradavel, ndo é de se
surpreender que tenha sido objeto de uma certa quantidade de estudos de
encapsulamento (neurdnios, fibroblastos, células estromais da medula 6ssea,
cardiomidcitos) e até empregado em outros de natureza similar, como liberacdo
controlada de farmacos, substituicdes dérmicas e aceleracdo da cicatrizacdo de

feridas (DE VOS et al., 2014).

Diante do alginato, figura como um material de promissora aplicacdo na
constituicdo de microcapsulas, ja que, sendo um polication, a atracao eletrostéatica
entre 0s biomateriais tem sido responsabilizada por uma maior resisténcia
mecanica e estabilidade frente a outras combinacbes (BARUCH; MACHLUF,
2006). Estudos mais detalhados, no entanto, sdo necessarios para controlar

melhor outras propriedades, como a permeabilidade.

Figura 2: Estrutura molecular da quitosana

HO °Ho HO OH
NH, NH; NH,

Fonte: (DE VOS et al., 2014)
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2.3.1.1.2 Sintéticos

2.3.1.1.2.1 a-poli-L-lisina (a-PLL)

A a-poli-L-lisina é o enantibmero levogiro da a-polilisina, o polipeptideo formado
guando a policondensacdo (ALAMANDA POLYMERS) do aminoé&cido ocorre a partir do
carbono-a. Outro polication biodegradavel, um estudo de 1993 ja mostrava sua
imunoprotecéo frente a IgG dentro de uma dada faixa de massa molar (HALLE et al.,
1993). No entanto, estudos recentes apontam gque apenas uma pequena exposicao de
sitios ndo ligados pode desencadear fibrose (LIU et al., 2010), de forma que adaptacdes

tém de ser feitas para contornar esse fato.

2.3.1.1.2.2  Poli-L-ornitina (PLO)

A poli-L-ornitina € derivada da L-ornitina, um dos produtos do metabolismo
enzimatico envolvido no ciclo da ureia. Frente a evidente biocompatibilidade e dadas as
limitacOes de resisténcia mecanica das microcapsulas fabricadas com PLL, foi proposta
como alternativa com resultados promissores (CALAFIORE et al, 1999): é
comprovadamente menos imunogénica e fornece melhor permeabilidade seletiva

(DARRABIE; KENDALL; OPARA, 2005).

Figura 33: Estruturas moleculares dos monémeros a-L-lisina e L-ornitina

NH5' 0O
J o ,HTJg
Lj./u— *HaN
~NH

Fonte: (TAM et al., 2011)

3 Licenca obtida via Copyright Clearance Center n°4951700736125. Concedida em 18 nov. 2020.
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2.31.1.23  Poli(L-lactideo) (PLLA)

Embora mais conhecido como poli(L-acido lactico), de acordo com as regras da IUPAC
n&o deve ser assim chamado, ja que pertence ao grupo dos ésteres (MARTIN; AVEROUS, 2001).
E formado a partir da policondensacéo do acido lactico que, portanto, pode ser vista também como
uma esterificagdo. Tornou-se popular por ser um produto de origem renovavel (i. e.: bioplastico),
proveniente do milho, da mandioca, do agucar da cana e da polpa da beterraba (MSUYA et al.,

2017).

Assim como é formado também se degrada em seu mondémero inécuo, por isso tem sido usado
em implantes dos mais diversos: ancoras, parafusos, placas, pinos, hastes e malhas (AURAS et
al., 2010). Sua biodegradacao pode variar de 6 meses a 2 anos. Como € gradual, sua principal
aplicacdo na area tem sido em proteses ortopédicas, ja que é compativel com a lenta regeneracéo

dos ostedcitos e condrdcitos, transferindo-lhes a carga de volta adequadamente.

Apesar de sua biocompatibilidade, pouquissimos estudos foram feitos usando o PLLA na
fabricacdo de microcapsulas. Uma patente americana clama a invencao de uma microcapsula de
alginato e PLA que apresentou excelente permeabilidade (GOOSEN et al., 1987). Entretanto, os
estudos se concentram no emprego do polimero na liberagdo controlada de farmacos, vacinas e

na composicao de arcaboucos (scaffolds) (ALAGPULINSA et al., 2019).

Figura 4*: Férmula estrutural do poli(L-lactideo) (SIGMA-ALDRICH, a) e scaffolds
no formato de panquecas de copolimeros do mondémero

Fonte: (SERRA; PLANELL; NAVARRO, 2013)

4 Licenca obtida via Copyright Clearance Center n°4951701276321. Concedida em 18 nov. 2020.



Subcapitulo 2.3: Encapsulamento de ilhotas pancreaticas humanas 23

2.3.1.1.2.4  Poli(etileno glicol) metil éter (mPEG)

O poli(etileno glicol) é um poliéter de uso industrial e médico consolidados. Sendo
uma molécula hidrofilica, j& foi usada para evitar a adsorcao inespecifica de proteinas no

contexto da Bioquimica (GANJI et al., 2016).

Quando, em vez de reagir com a agua, o oxido de etileno (C2H4O) reage com
metanol (CHsOH), forma-se o metoxi etileno glicol, cuja poliadicdo leva a formagéo do
mPEG. Seu principal uso é na industria farmacéutica e de cosméticos, devido a sua

inércia fisioldgica, suavidade e nao irritabilidade (TSAI et al., 2015).

Pesquisadores chineses modificaram a hidroxila terminal do mPEG usando
bromoacetaldeido dietilacetal (BADA) de acordo com a reacao de substituicdo nucleofilica
de Williamson, obtendo o produto que foi abreviado mPEG-BADA (ZHAO et al., 2009).
Trés anos mais tarde, alguns de seus conterraneos submeteram o produto a hidrélise in
situ por uma hora enquanto adicionavam uma solu¢do aquosa de borocianohidreto de
sédio (NaCNBH5;) gota a gota a temperatura ambiente sob protecéo de nitrogénio obtendo
uma solucdo de mPEG com aldeido terminal (mPEG-CHO) que foi usada para incubar
microcapsulas de alginato-quitosana (AC) e fabricar microcapsulas de mPEG (ZHENG et

al., 2012).

Figura 5: Férmula estrutural do mPEG (SIGMA-ALDRICH, b) e representacéo
esqueméatica de micelas fabricadas com o polimero para liberacdo controlada no
tratamento da metastase do cancer de mama

H3C H
0 O

Fonte: (XU et al., 2014)

5 Licenca obtida via Copyright Clearance Center n°4951711001949. Concedida em 18 nov. 2020.
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2.4 Métodos de caracterizagéo fisico-quimica de microcapsulas

241 XPS

XPS (sigla em inglés para Espectroscopia de Fotoelétrons Excitados por
Raios X) é uma técnica espectroscopica quantitativa para caracteriza¢cao quimica
da superficie de um material no que concerne a composi¢ao elementar, estado de
oxidacao, estrutura e densidade eletrénicas. Seu limite de deteccédo se encontra

na faixa de partes por milhao (ppm).

Seu principio de funcionamento é baseado no efeito fotoelétrico: ao
incidirem sobre a amostra, os fétons de raios X interagem com os elétrons do
material e transferem-lhes parte de sua energia cinética. Alguns elétrons
receberdo energia suficiente para ejetarem-se do material, sendo capturados pelo
detector. Como o detector esta situado a uma distancia fixa da amostra, com a
cronometragem do ensaio € possivel calcular a velocidade desses elétrons e,
portanto, sua energia cinética. Dessa forma, obtém-se um grafico relacionando o

namero de elétrons a energia cinética, que constitui o output espectral.

A partir da energia cinética é possivel calcular a energia de ligagdo desse

elétron pela seguinte férmula:
Eligag:éo = hv — Eginstica = P Eq. 1

onde ® corresponde a funcdo trabalho do detector, que pode ser

compensada pelo sistema.

O elétron do orbital 1s € normalmente escolhido para andlise por estar

presente em absolutamente todos os elementos quimicos.
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Se considerarmos a energia de ligacdo igual & energia de ionizacdo (o que
€ valido na maioria dos casos), fica evidente como 0 equipamento € capaz de
distinguir elementos quimicos e estados de oxidacdo. Além disso, como essa
energia também é sensivel aos estados de ligagdo do atomo do qual se analisa o
elétron, o XPS é capaz de identificar inclusive os grupos funcionais presentes na

superficie.

Por fim, diz-se que a técnica é quantitativa porque, quanto maior a
concentragdo atdémica do elemento na superficie da amostra, maior o nimero de
fotoelétrons emitidos. Assim, o tamanho do pico € uma medida da concentracdo

atdbmica do elemento em questdo (SANTOS, 2005).

XPS tem sido uma das técnicas mais empregadas para estudo da
superficie de biopolimeros. Pesquisadores japoneses comprovaram, por exemplo,
gue a enxertia induzida por radiacéo de polietileno com acrilamida (um monémero
solivel em agua) € capaz de alterar o carater hidrofébico da superficie de
cateteres de modo a torna-los inertes as proteinas do plasma

(“PHYSICOCHEMICAL ASPECTS OF POLYMER SURFACES.”, 1983).

Figura 6: Tipico output espectral de XPS para o carbono (COVALENT
METROLOGY) e aparelhagem experimental
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Fonte: (KOLBE, 2017)
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24.2 FTIR

FTIR, outro acrbnimo para Espectroscopia no Infravermelho por
Transformada de Fourier, € uma técnica qualitativa/semiquantitativa de
espectroscopia por absor¢do em que uma luz policromética incide sobre a
amostra e se mede o quanto dessa luz é absorvida por ela. Varia-se a faixa de
frequéncias que constitui essa luz até se obter um espectro chamado de

interferograma que é submetido a um tratamento matematico de célculo da

inversa para inferir-se a absorbancia/transmitancia por comprimento de onda.
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medidos — que Figura 7: Exemplo de interferograma de FTIR
incide num interferdbmetro de Michelson — determinado arranjo de espelhos cuja
posicéo do espelho do meio pode ser alterada. Conforme o espelho se move, cada

comprimento de onda é alternadamente bloqueado e transmitido pelo

interferdmetro, devido ao fendbmeno de interferéncia.

7z

O interferograma € entdo processado através de um computador usando

transformada de Fourier discreta (aplicando o algoritmo de Transformada Rapida),
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gue converte as absorbancias no dominio da posicdo ao dominio inverso (nimero de

onda) (GRIFFITHS, 1983).

A razéo pela qual se estuda a interagdo da matéria com a radiagédo no infravermelho
€ que essa regido possui frequéncias de ressonancia com a vibragdo das ligacGes
(ATKINS; PAULA, 2009). Cada ligacdo possui uma frequéncia de vibragéo Unica, que
depende de uma série de variaveis, como a massa e a natureza dos atomos envolvidos,
o modo de vibracdo (estiramento simétrico e assimétrico, dobramento angular, tor¢ao,
balanco ou rotacéo) e a forca da ligacéo (“Infrared and Raman Spectroscopy, Method and
Applications”, 1996). Dessa forma, & possivel construir tabelas de bandas de absorgéo

caracteristicas para os diversos grupos funcionais (SOCRATES, 2001).

O uso de FTIR para analise de materiais biol6gicos é extremamente disseminado
na literatura por ser um método razoavelmente acessivel (se comparado ao XPS e ao
ToF-SIMS) e ainda assim extremamente poderoso: suas aplicagcbes vdo desde a

determinacéo da polaridade ao longo da cadeia principal de uma proteina transmembranar

(MANOR et al., 2012) até o monitoramento de tumores (ANDRUS, 2006).

Figura 8: Tipico espectro de FTIR (DOWNLING et al., 2010) e espectrofotdmetro
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Fonte: (JAPAN SPECTROSCOPIC COMPANY)

6 Licencga obtida via Copyright Clearance Center n°4952280215068. Concedida em 19 nov. 2020.
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2.4.3 ToF-SIMS

ToF-SIMS (Figura 97), abreviatura de Espectrometria de Massa por ions
Secundarios por Tempo de Voo, € a técnica de andlise quimica qualitativa e
semiquantitativa de superficies mais sensivel que existe, com limites de deteccdo que
alcancam a ordem de ppb. De maneira simplificada, a amostra € bombardeada com
um feixe de ions priméarios que, analogamente aos fotons do XPS, transferem sua
energia cinética as particulas da superficie, de modo que algumas delas adquiram
energia suficiente para serem ejetadas do material. Muitas adquirem também carga,
de onde advém o termo “ions secundarios” (BENNINGHOVEN, 1994). Os ions de

mesma polaridade s&o acelerados a mesma '9ura 9: Tipico espectro de ToF-SIMS

x10*

energia cinética, de modo que possuem um

tempo unico de “voo” até o detector.
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Cronometrando-se o “voo”, é possivel entdo
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D || | M il ||1 l i || i L
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pesquisadores da Universidade de Sorbonne, miz
na Franca, identificaram um potencial Fonte: (FENG; CHAN; WENG, 2000)

biomarcador de hipertensao arterial pulmonar, uma doenc¢a pouco compreendida e para
a qual nao existem ferramentas de diagnéstico nem cura, através de ToF-SIMS. A
descoberta so6 reforca o papel vital que a reconstituicdo de imagens por espectroscopia
de massa pode desempenhar na pesquisa biomédica moderna (VAN NUFFEL et al.,

2020).

7 Licenga obtida via Copyright Clearance Center n°4951730034696. Concedida em 18 nov. 2020.



Subcapitulo 2.4: Métodos de caracterizacao fisico-quimica de microcdpsulas 29

2.4.4 Potencial

De acordo com o modelo de Gouy-Chapman, a superficie de uma particula
sélida eletricamente carregada num meio polar atraira os contraions da
suspensao, depositando-se camadas cada vez menos densas devido a
diminuicdo do modulo da forca elétrica com a distancia a superficie. As camadas
fortemente adsorvidas e as primeiras que compdem a chamada camada difusa
sdo arrastadas junto a particula quando esta se move. O plano que separa as
camadas arrastadas das demais é chamado plano de cisalhamento, e o potencial

elétrico medido nesse plano € chamado potencial C.

Como particulas podem chegar a escala nanométrica, é impossivel colocar
uma ponta de prova na superficie e outra na camada difusa de modo que um
voltimetro ateste a d.d.p. Por isso, a medida da carga é feita indiretamente por
meio de sua mobilidade eletroforética: ao serem colocadas entre duas placas
carregadas de sinais opostos, sao direcionadas pelo campo elétrico a uma das
placas conforme a sua polaridade, sendo possivel calcular a velocidade com que
se da esse movimento. Esta pode ser relacionada ao potencial da particula junto
ao que esta adsorvido a sua superficie. Dito isso, fica facil entender por que se

calcula justamente esse potencial.

Pesquisadores chineses verificaram que a citotoxicidade de nanoparticulas
poliméricas se correlaciona diretamente ao potencial {: quanto mais positiva a
carga da particula, mais toxica ela é a célula. Uma provavel explicacédo é que as
coroas proteicas que se formam reduzem as interacdes da particula com as
membranas celulares permitindo a digestao dela por lisossomos, danificando-os

e afetando subsequentes processos biolégicos (SHAO et al., 2015).



Subcapitulo 2.4: Métodos de caracterizacao fisico-quimica de microcdpsulas 30

2.45 Angulo de contato pelo método da gota séssil

O angulo de contato entre uma gota de um liguido e uma superficie sélida
sobre a qual foi depositada é uma medida da molhabilidade desse liquido —
guanto menor o angulo de contato maior a molhabilidade. Isso pode ser explicado

pelo balanco de tens@es interfaciais (y) que se estabelece nessa situacao:

Figura 10: Balanco de forgas num equilibrio trifdsico de uma gota de um liquido
sobre uma superficie sélida

AS

Em repouso, o balanco de forgas deve ser nulo. Portanto, se:

e O >90° superficie hidrofébica (ys4 < ¥s);

e O <90 superficie hidrofilica (y;4 > vg).

Engenheiros quimicos da Universidade de Porto relataram que a
hidrofobicidade de materiais biomédicos, avaliada através do angulo de contato
pelo método da gota séssil, esta associada a uma maior adesdo de Escherichia
coli e subsequente desenvolvimento de biofilme menos suscetivel a antibidticos.
Esses resultados preparam o terreno para o ajuste minucioso de propriedades de
superficie de modo a aumentar a eficicia terapéutica antimicrobiana (GOMES et

al., 2015).
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2.5 Quimica Analitica na investigacdo da biocompatibilidade

Segundo Paul de Vos, o verdadeiro estado de biocompatibilidade® de
microcapsulas usadas para o imunoisolamento de ilhotas pancreaticas humanas com
vistas a reversao de diabetes s6 pode ser determinado se técnicas de caracterizacao
fisico-quimicas forem empregadas concomitantemente as bioldégicas de modo a
elucidar quais parametros sao responsaveis pelas respostas imunolégicas
apresentadas (ROKSTAD et al.,, 2014). Partindo dessa premissa, as técnicas
descritas na secdo anterior foram empregadas em uma série de estudos
interdisciplinares para compreender, principalmente, os mecanismos envolvidos na
limitada biocompatibilidade que compromete tanto a funcionalidade quanto a
viabilidade celular do enxerto a longo prazo (3 meses+).

Ja que, a época, as microcapsulas de alginato-poli-L-lisina-alginato (APA) eram
as mais amplamente estudadas para o devido fim, pesquisadores canadenses
liderados por Tam resolveram, em 2005, levantar um modelo fisico-quimico dessas
microcapsulas a escala micrométrica/nanométrica. Para isso, duas das técnicas

utilizadas foram XPS e ToF-SIMS. A analise de XPS é mostrada na Tabela 2.
A razdo carbono-nitrogénio (%) para a microcapsula foi 12,3, apenas levemente

superior a mesma razao para o PLL (10,2). Isso é um indicio de que o PLL est& presente
proximo a superficie em quantidades consideraveis. Segundo os autores, sabendo-se
gue o nitrogénio detectado se originou principalmente do PLL (figura 11), uma forma de
guantificar essa suposicao € dividir a razao % do PLL pela da microcdpsula: o resultado,
81%, estima quantos dos atomos de carbono presentes na superficie da capsula

advieram de moléculas de PLL.

8 A raz&o por tras da dificuldade em definir-se “biocompatibilidade” é fornecida no Apéndice B.
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9 Tabela 2: Composicbes elementares da superficie de microcapsulas de APA desidratadas, filmes de alginato de sédio e poli-L-lisina e beads
desidratados de alginato gelificado com calcio como medidos pelos espectros de XPS gravados em modo varredura. Valores expressos em

porcentagem atémica média

Microcapsulas de APA Alginato de sédio Poli-L-lisina Alginato gelificado com Ca
%C 55,9+ 0,3 51,2+ 01 60,1 +£3,2 350+09
%0 32,1+ 0,7 38,3+ 0,6 279+25 347+09
%Na 1,8+0,3 10,1 £ 0,8 0 0
%N 4,54 + 0,7 0 7,57 + 3,41 0,17 + 0,09
%S 0 0,37 £ 0,13 0 0
%P 0 0,03 £ 0,02 0 0
%Cl 0,05 + 0,05 0 0 0
%Br 0 0 3,7+15 0
%Ca 0 0 0 06+0,1
%Si 57+1,2 0 0,8+0,8 295+0,2
c
0 1,7+0,0 1,3+0.0 22+01 1,0+ 0,1
c
— 123+0,3 10,2+ 5,0
N
c
— 329+53 52+04
Na

Fonte: (TAM et al., 2005)

9 Licenca obtida via Copyright Clearance Center n°4951150730035. Concedida em 17 nov. 2020.
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Figura 11: Uma comparac¢do dos picos para o elétron do orbital 1s do nitrogénio
do espectro de XPS para microcapsulas desidratadas de APA e filmes de poli-L-lisina

HN-C=0

Counts/s

406 404 402 400 398
Binding Energy [eV] 10

Fonte: (TAM et al., 2005)

A analise de ToF-SIMS apontou para essa mesma concluséo de outra forma.
Muitos dos ions contendo nitrogénio caracteristicos da molécula de PLL foram
detectados na superficie da microcapsula: NH;, CHz2 = NHS, CsH1oN*, CN-, CNO"
e "CH2CONHz: (vide Tabela 3).

A figura 12 (a) mostra 3 dos picos correspondentes a esses ions nos
espectros de ions positivos da microcipsula e do PLL (?z 18,30e84),
enquanto a figura 12 (b) mostra outros 2 nos espectros de ions negativos
(? = 26e 42). Esses 2 correspondentes aos ions negativos também apareceram

no espectro do alginato, mas nesse caso representam ions com composi¢cdes
C2H2 e C2H20, respectivamente, em vez de CN- e CNO™ que séo caracteristicos

de poliamidas.

10| icenca obtida via Copyright Clearance Center n°4951150730035. Concedida em 17 nov. 2020.
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Tabela 3: Picos caracteristicos do alginato de sédio e da poli-L-lisina que estavam presentes no espectro de razées massa-carga das
microcapsulas de APA, como medido por ToF-SIMS estatico

fon Intensidade
Molécula m
7 Composigao Descrigao Caps.de APA PLL Algde Na
Nginato de sddio 63+ HONaz Na(NaOH]* 1,9 —_ 40,8
{M?:E?%?gn 125+  CsH,O.Na Fragmento de alginato 1,9 — 116
165+ C7H150sNa 1 anel + COONa + H 1,6 — 1,2
%g i"‘% 517+  CigH2a01eNay 2 unidades funcionais intactas + C4HsO4 03 — 6.3
neo e 399- C1i2H170412Naz 2 unidades funcionais intactas + 2H 2,2 — 0,9
Poli-Lisina 18+ HaN NHf 45 7.7
CeH1aN-O 30+ CHaN CH; = NH; 16,3 18,6 0,5
(My, = 129,10)
1 84+ CsHioN CsH1oN* 12,2 6,7 0,3
=~ NH-CH-C —
:CH, 26- CN CN- 86,4 81,1
CH;
b 42- CNO CNO 13,3 11,8
[}
CH:NH 58- C.HNO “CH,CONH. 1,0 5,8
Complexo alginato-PLL 457+  Cy7HzsN2O+<Na 2 unidades funcionais de alginato + 1 unidade 05 _

funcional de PLL

Fonte: (TAM et al., 2005)

11 Licenca obtida via 3Copyright Clearance Center n°4951150730035. Concedida em 17 nov. 2020.
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m

Essa similaridade de razdes massa-carga (Z) pode explicar por que esses 2 picos tém

intensidades maiores para a microcapsula.

Figura 12: Uma comparacdo entre os espectros de razdo massa-carga da
microcapsula de APA desidratada, do filme de alginato de sédio e do de poli-L-lisina,
como medido por ToF-SIMS estatico. Picos marcados correspondem a ions
caracteristicos do PLL (a) positivos (b) negativos
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Fonte: (TAM et al., 2005)

m
z

Os ions associados com o PLL foram geralmente baixos em massa ( = 18a 84),

o que indica que as moléculas na superficie da microcipsula eram pequenas e/ou
fragmentadas. Isso levou os pesquisadores a conclusao de que PLL exposto/néo ligado
nao suficientemente neutralizado possa induzir a resposta imune que foi observada
com as microcapsulas de APA (TAM et al., 2005).

Como mencionado na secao 2.3.1.1, diante da limitada resisténcia mecéanica associada
ao PLL e do surgimento de um novo biomaterial de mesma evidente biocompatibilidade (poli-
L-ornitina ou PLO), o mesmo grupo realizou, 5 anos mais tarde, um novo estudo em que
produziram microcapsulas de alginato com teor intermediario (IntG-44%) e alto (HiG-71%) de
acido gulurénico gelificadas com calcio (Ca) ou bario (Ba), revestiram-nas com poli-L-lisina
(PLL) ou poli-L-ornitina (PLO) e adicionaram mais uma camada de alginato com teor

intermediario de acido gulurénico. Os espectros de FTIR sdo mostrados a seguir:

12 Licencga obtida via Copyright Clearance Center n°4951150730035. Concedida em 17 nov. 2020.
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Figura 13: Espectros de absor¢do de FTIR para microcapsulas de alginato-PLL

com nucleo gelificado de (a) célcio ou (b) bario

@)

—— IntG(Ca) + PLL + IntG

—— IntG(Ca) + PLL

A

AN

T T T T

IntG(Ca)

i

>

= PLL pure

{

3700 3200 2700 2200 1700 1500 1300 1100 900
wavenumber (cm™)

()

—— IntG(Ba) + PLL + IntG

— IntG(Ba) + PLL

IntG(Ba)

e
(

= PLL pure

3700 3200 2700 2200 1700 1500 1300 1100 900
wavenumber (¢ m'1)

T T T T T T

Fonte: (TAM et al., 2011)

Nos espectros correspondentes as capsulas de célcio, nota-se claramente a presenca de

“ombros” nos picos caracteristicos da molécula de PLL [grupos amino protonados (NH3) a =

3050 cm™! e amida Il a = 1530 cm™!] que sédo quase imperceptiveis no caso do bario.

Segundo os pesquisadores, essa inexisténcia jA € um bom indicio de que menos PLL pode

penetrar no e/ou ligar-se ao alginato. Essa suposicéo foi posteriormente confirmada pela andlise

semiquantitativa do espectro calculando-se a raz&o entre os picos correspondentes a amida Il da

13 Licencga obtida via Copyright Clearance Center n°4951700736125. Concedida em 18 nov. 2020.
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cadeia principal do polication (= 1526 ¢m™!, ombro) e ao carboxilato do alginato (= 1593

cm™1), que é mostrada na figura 14:

BN

Figura 14: Razado entre as alturas dos picos correspondentes a amida Il do
polication e ao carboxilato do alginato. Legenda: alginato (branco); +polication (preto);
+alginato (cinza)
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Fonte: (TAM et al., 2011)
Uma baixa penetracdo de PLL no alginato gelificado com bério pode ser explicada pela
maior afinidade do ion pelo alginato se comparada ao célcio, o que torna o deslocamento do

béario pelo PLL menos energeticamente favoravel.

Dessa forma, a baixa biocompatibilidade de capsulas de bario pode ser explicada pela
reduzida penetracdo de PLL no nicleo gelificado, j& que uma membrana mais fina e/ou menos

estavel pode trazer maior risco de exposicdo de PLL nédo ligado.

Analisando agora apenas as capsulas de célcio quanto ao teor de acido gulordnico no alginato,
um indicio da for¢a de interacéo ibnica entre os polieletrélitos é o deslocamento dos picos associados
as vibracGes de estiramento assimétrico (= 1593 cm™!) e simétrico (= 1410 cm™!) dos grupos

carboxilato do alginato a medida que se adicionam as demais camadas, mostrado na Tabela 4:

14 Licenca obtida via Copyright Clearance Center n°4951700736125. Concedida em 18 nov. 2020.
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Tabela 4: Posigdes dos picos de absorbancia de FTIR associados as vibragoes de estiramento assimétrico e simétrico dos
grupos funcionais carboxilato do alginato

Assimétrico Simétrico
Material Numero de onda Mudanca vs beads gelificados Nuamero de onda Mudanca vs beads gelificados
(cm™t) (em™1) (em™) (cm™')
IntG (Ca) 1593+ 0 1410+ 0
IntG (Ca) + PLL 1599 + 2 +6 1404 + 2 -6
IntG (Ca) + PLL + IntG 1602 + 3 +9 1408 + 2 2
IntG (Ca) + PLO 1597 + 2 +4 1402 + 0 -8
IntG (Ca) + PLO + IntG 1598 + 3 +5 1407 +1 -3
IntG (Ba) 1592 +1 1408 + 0
IntG (Ba) + PLL 1596 + 1 +4 1405 + 1 -3
IntG (Ba) + PLL + IntG 1595 + 2 +3 1404 + 0 -4
HiG (Ca) 1593+ 0 1409 + 1
HiG (Ca) + PLL 1595+ 0 +2 1405 £1 -4
HiG (Ca) + PLL + IntG 1596 + 1 +3 1404 + 2 -5
Fonte: (TAM et al., 2011) 15

Da tabela fica evidente que, em geral, o pico proximo a 1593 c¢cm~! deslocou-se em direcdo a nimeros de onda maiores,

enquanto o outro foi no sentido contrario. Esses deslocamentos foram mais pronunciados para capsulas com teor intermediario de

15 Licenca obtida via Copyright Clearance Center n°4951700736125. Concedida em 18 nov. 2020.
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acido gulurénico, o que suporta a ideia de que essa formulagdo mostrou maior
eficiéncia de ligacdo com o polication. Isso é consequéncia natural da maior

afinidade dos blocos G pelos cétions divalentes.

A molhabilidade das microcédpsulas também foi avaliada através do angulo
de contato pelo método da gota séssil. Foi afirmado que, por ser um hidrogel, o
alginato € biocompativel devido a sua superior hidrofilicidade, que permite minima
adesao proteica e celular. De fato, os pesquisadores verificaram que a média do
angulo de contato para o polianion foi menor do que 15°. Com a adicdo do
policétion, esse valor aumentou significativamente para mais de 50°. Entretanto,
guando analisados separadamente, ambos PLO e PLL apresentaram angulos de
contato iguais a 20,4 + 0,2° e 24,6 + 0,6°, respectivamente. Portanto, ndo € o
polication que tem carater hidrofébico, mas sim o complexo alginato-polication. A
explicacdo dos autores para isso é que 0s grupos funcionais de cargas opostas
dos polimeros estdo ocupados interagindo entre si e, portanto, indisponiveis a

agua.

Entre os polications, PLO apresentou um carater levemente mais hidrofilico do
gue o PLL, sendo, portanto, mais molhavel. No teste de adesé&o celular, mostrou-
se, também, o mais biocompativel, o que reforca a hipotese de que
hidrofilicidade é de fato importante para minimizar a imunogenicidade do

biomaterial.

Os resultados mostram que nédo €, como se achava, a habilidade da camada
externa de alginato de isolar as cargas positivas a responsavel por governar as
propriedades fisico-quimicas e, consequentemente, a biocompatibilidade de
microcapsulas de alginato-polication, mas sim a etapa de difusdo e ligacdo do

polication na formacdo da membrana (TAM et al., 2011).
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Frente a evidente superior biocompatibilidade do PLO em detrimento do PLL,
pesquisadores estadunidenses realizaram uma investigacdo da estabilidade
intraperitoneal de microcapsulas de alginato-poliornitina em ratos usando, entre
outros, FTIR. Foram testados 5 tipos de alginatos, mostrados na tabela 5. Os

espectros de FTIR sdo mostrados na figura 15 (a).

Exceto para o grupo VPMG, o pequeno “‘ombro” devido a amida Il do PLO
tornou-se um distinto segundo pico e o pico de PLO em 1640 cm™ emergiu,
indicando eroséao superficial do alginato e proeminéncia do PLO na superficie. No
caso do pMan e do pFlu, essa emergéncia ficou evidente a partir do 30° dia e
atingiu seu valor maximo no 60°. Ja o grupo VPMG manteve a composicdo

quimica da superficie, como mostra o “ombro” da amida Il no 90° dia.

Para agora caracterizar semiquantitativamente as mudangas nessas
absorcdes quimicas, as razdes entre a area abaixo dos picos correspondentes ao
carboxilato do alginato e a amida do PLO foram calculadas e sédo mostradas na

figura 15 (b). Da figura, fica claro que a formulagdo VPMG apresentou o melhor
desempenho, indicando que um alginato cuja razéo % € proxima a 1 e com

suficiente peso molecular permite até 3 meses de estabilidade das

microcapsulas no periténio (THANOS et al., 2006).
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Tabela 5%°: Caracterizagdo do alginato pré-encapsulamento

Tipo do alginato Fonte ESpeC|flcaQ695 Razéo% Contetdo total proteico (":T’;_) Nivel de endotoxina (%) Viscosidade (cP) PeSO mOIeCUIar (kDa)
M
Mw v M:
M,
. . . 56
VPMG N/A Baixa viscosidade ﬂ 31 <1 25 317 3,9 840
. . . 72
VPLG N/A Baixa viscosidade 28 40 <1 22 383 3,5 979
pKel Keltone LVCR Médio G, baixa viscosidade ; 41 7,9 37 398 4,1 1163
13
pFlu Fluka Alto G 37 34 39,5 45 534 6,3 1510
g P . 49
pMan Manucol LKX Médio G, média viscosidade 51 86 40,5 88 609 14,5 n.a.

18 Licenca obtida via Copyright Clearance Center n°4951740096722. Concedida em 18 nov. 2020.

Fonte: (THANOS et al., 2006)
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Figura 15'7: (a) Picos de FTIR em 1590 e 1550 cm™ de cada grupo de capsulas
ao longo do periodo de estudo de 90 dias; (b) indice de estabilidade por meio de FTIR
semiquantitativo: medida da razdo entre os picos correspondentes ao carboxilato do
alginato e a amida Il do PLO (=) VPMG; (<) VPLG; (—) pKel; (=) pFlu; () pMan
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Fonte: (THANOS et al., 2006)

17 Licencga obtida via Copyright Clearance Center n°4951740096722. Concedida em 18 nov. 2020.
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2.5.1 As bases dainflamacéao

Conforme mencionado na secdo 2.2.2.2, 2 dos principais motivos que
restringem o estabelecimento da terapia como uma alternativa consolidada para
reestabelecer a normoglicemia indefinidamente tém apenas uma causa raiz: a
ativacdo bioquimica do sistema imune e o subsequente processo inflamatorio

desencadeado.

E bastante disseminada a crenca de que, dentre as etapas que compdem
a fisiopatologia da inflamacao, a adsorcao inespecifica de proteinas € o primeiro
evento que acontece na superficie de qualquer sistema implantado num tecido
vivo e que determina as consecutivas interagcbes celulares, tais como

sobrecrescimento fibrético, coagulacédo do sangue, entre outras.

Apesar de ser um processo um tanto quanto complexo, a deposicao fibrética
pode ser intimamente correlacionada a uma série de fatores fisico-quimicos
envolvidos nas interacbes proteina-biomaterial (tais como interacdes
eletrostaticas, interac6es hidrofobicas, ligacdes de hidrogénio e forcas de van der
Waals) (XIE et al., 2010a) e a caracteristicas intrinsecas ao material (e. g.:

conformacdes) (ZHENG et al., 2012) e as capsulas (ex.: rugosidade superficial).

Com o objetivo de ganhar maior insight quanto a engenharia de superficies de
modo a controlar o comportamento de adsorcao proteica e, no futuro, poder
direcionar a resposta biologica (XIE et al., 2010b), as técnicas de caracterizacédo
apresentadas na secao 2.4 foram empregadas em outra sequéncia de estudos de
fronteira envolvendo profissionais das mais diversas areas do conhecimento, de

bidlogos a quimicos, engenheiros e até farmacéuticos-bioquimicos.
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O grupo do Prof. Paul de Vos, a maior referéncia na linha de pesquisa pela abordagem médica, implantou capsulas de alginato-PLL na cavidade
peritoneal de ratos na tentativa de associar as mudancas fisico-quimicas as respostas inflamatérias usando, entre outros, XPS e Potencial {. Apesar de ter
sido citado nasec¢éo 2.3.1.1.2.2 que o PLO é menos imunogénico frente ao PLL (TAM et al., 2011), essa hip6tese ndo é um consenso na literatura: o proprio

estudo em questao, de 2012, afirma que encontrou, num estudo prévio (PONCE et al., 2006), o resultado oposto.

O output do XPS das capsulas recuperadas por lavagem nos dias 1, 5 e 7 pés-implantacéo é apresentado na Tabela 62;

Tabela 6: Composicao elementar da superficie de cipsulas alginato-PLL

Dia pés-implantagéo Teor de G C (%) N (%) O (%) Outros (Na, K, Si) (%)
0 Médio 57,2+0,8 58106 343+21 2,7+08
Alto 55,3+ 0,7 6,0+ 05 339408 48106
1 Médio 57,8+ 3,6 58+1,0 30,0+ 3,9 6,4+10
Alto 56,1+ 1,0 55+03 342+ 1,6 42406
5 Médio 589+ 17 7,2%+09 30,1+1.2 38+04
Alto 645141 74108 232+23 491408
7 Médio 616+ 2,6 8,6+038 263 +27 35+£05
Alto 623+24 75+06 27,1+29 3,1+03

Fonte: (DE VOS et al., 2012)

18 Licenca obtida via Copyright Clearance Center n°4951740646494. Concedida em 18 nov. 2020.
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A proporcdo de nitrogénio nas cépsulas com teor intermediario de &acido
gulurénico saltou de 5,8% para 8,6% durante a semana de observacédo. Esse
aumento na quantidade justamente de nitrogénio é uma forte evidéncia da
adsorcdo de proteinas provenientes do microambiente peritoneal. Mais
interessante, no entanto, € analisar o perfil de mudanca da composicdo das
capsulas de alto teor de G: uma diminuicdo estatisticamente significativa no
comeco (6,0 + 0,5% no dia 0 para 5,5 + 0,3% no dia 1) seguida por um posterior
aumento como esperado. Essa diminuicéo no sinal de N reflete uma perda de PLL
na superficie e, portanto, uma exposicao de cargas positivas. Para confirmar essa
teoria, os potenciais ¢ das duas composic¢des foram calculados e, embora tenham
sido iguais no dia da implantacédo, apenas o das capsulas com alto teor de acido

gulorbnico apresentou um aumento.

Como visto na secdo 2.4.4, as células em geral apresentam carga liquida
negativa, e assim também o fazem muitas das demais moléculas biologicas, como
as proteinas. A hipdtese dos pesquisadores é que houve alguma alteracao
estrutural na superficie das capsulas devido ao influxo de células e a mudancas
no pH que afetou apenas as capsulas com alto teor de acido gulurdnico. Dessa
forma, por um mecanismo de atracdo eletrostatica, a adsorc¢éo proteica foi

facilitada, e as capsulas com alto G se mostraram bioincompativeis.

Esses resultados ilustram que a adequada documentacdo dos
materiais e padronizagcao dos procedimentos de teste ndo podem mais ser
negligenciados, ja que apenas uma diferenca de ndo mais de 10% no teor de
acido gulurénico do alginato tem um profundo efeito na resposta as
capsulas. Além disso, as propriedades fisico-quimicas in vitro ndo séo

necessariamente as propriedades ap0s exposi¢cdo ao microambiente in vivo.
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As mudancas in vivo devem ganhar mais atencdo nos esforgcos de

engenharia futuros (DE VOS et al., 2012).

Um dos grupos mais proeminentes no ambito da investigacdo da
biocompatibilidade de microcapsulas pela abordagem da engenharia quimica e de
materiais, liderado pelo Prof. Xie, analisou outra variavel de processo importante
na preparacao das capsulas: o peso molecular do alginato. Eles descobriram que,
para microcapsulas de alginato-quitosana-alginato (ACA), o peso molecular do
alginato é diretamente proporcional ao potencial ¢ e, portanto, também a
adsorcao proteica. A razao para isso é que, quanto maior o peso molecular,
maiores as forgas intermoleculares entre as cadeias do polianion, de forma que, na
gelificacdo, o numero de pontos de ligacdo cruzada é maior. Isso se traduz, por sua
vez, numa rede menos aberta e porosa, 0 que leva a uma ligacdo menos eficiente
entre a quitosana e o alginato. Portanto, mais grupos amino protonados ficam

descobertos, resultando em fibrose (XIE et al., 2010b).

Num outro estudo publicado pelo grupo no mesmo ano, capsulas de ACA foram
preparadas com alginatos de diferentes teores de acido gulurdnico e avaliadas por angulo
de contato, XPS e Potencial {. Os valores sdo apresentados, respectivamente, nas

tabelas 7 e 8 e na figura 16:

Tabela 7: Angulo de contato obtidos com agua em diferentes membranas

Membranas de ACA com diferentes alginatos

Baixo teor de G Alto teor de G
Angulo de contato da
agua (°) 685+ 24 77,7 +3,3
Fonte: (XIE et al., 2010a) 19

19 Licenca obtida via Copyright Clearance Center n°4952010349199. Concedida em 18 nov. 2020.
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Tabela 8%°: Composicdo quimica da superficie de membranas de ACA conforme medido de espectros de XPS gravados em alta
resolucéo

Membranas de ACA feitas de diferentes alginatos
Porcentagem atébmica no XPS (%) | Baixo teor de acido gulurdnico | Alto teor de acido gulurénico

C 65,3 61,8

26,2 27,6

N 1,7 2,4

Na 1,0 1,7

¢ 2,5 2,2
0

¢ 37,7 26,1
N

c 66,0 35,5
Na

Fonte: (XIE et al., 2010a)

20 Licenca obtida via Copyright Clearance Center n°4952010349199. Concedida em 18 nov. 2020.
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Figura 16: Potenciais ¢ para microcapsulas feitas de diferentes alginatos

Baixo teor de G

Zeta Potential (mV)

Alto teor de G
21

Fonte: (XIE et al., 2010a)

Apesar do Potencial ¢ das microcapsulas com baixo teor de G ter sido maior (0 que
aponta para uma maior quantidade de grupos amino protonados descobertos na
superficie dessas capsulas), os resultados de XPS para o nitrogénio e de angulo de
contato mostram que houve menos quitosana nessas membranas. Segundo 0s
pesquisadores, essa aparente inconsisténcia pode ser entendida como uma menor
eficiéncia de ligacdo entre a quitosana e o alginato de baixo teor de G frente ao de alto,
ja que os géis feitos com alginato com baixo teor de G comportam-se da mesma forma
gue aqueles com alta viscosidade. Como resultado, houve menos gquitosana, mas mais
grupos amino protonados na superficie dessas membranas. Essa descoberta opde-se ao

comportamento relatado por Tam et al. em 2011, porém ha de se ter em mente que 0s

canadenses usaram PLL e PLO como policéations, e ndo quitosana.

2.5.1.1 InteracOes eletrostaticas, hidrofébicas ou intermoleculares: qual

mecanismo requla a adsorcdo proteica?

Ainda nesse estudo, os autores realizaram ensaios de adsorgéo proteica,

gue sao mostrados na figura 17:

21 Licencga obtida via Copyright Clearance Center n°4952010349199. Concedida em 18 nov. 2020.
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Figura 17: Adsorgéo proteica em microcipsulas feitas de diferentes alginatos. (a)
fibrinogénio; (b) IgG

22

Baixo teor de G ¢ [[7] nBaixoteordeG
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(b) IgG concentration (mg/mL)

Fonte: (XIE et al., 2010a)

(a Fgn concentration (mg 'mL )

O fibrinogénio bovino (Fgn, 340 kDa) e a gamaglobulina (IgG, 156 kDa) foram
selecionados devido a sua importante participacdo no sobrecrescimento fibrotico em
biomateriais implantados. O fibrinogénio € relevante & coagulacdo sanguinea e pode
também induzir adesdo bacteriana, e a gamaglobulina é considerada uma opsonina,

tendendo a mediar a inflamacg&o quando adsorvida a superficies estranhas.

Apesar das membranas das microcipsulas de ACA feitas com alginato de alto teor de
acido gulordnico terem apresentado um carater mais hidrofébico no ensaio de angulo de
contato pelo método da gota séssil, também apresentaram menor quantidade de proteina
adsorvida. Os resultados de Potencial ¢, por outro lado, estdo coerentes com a adsorcao,
apontando para uma menor quantidade de sitios positivamente carregados. Portanto,
pode-se depreender que, nesse caso, a interacdo eletrostatica dominou a
hidrofébica. A explicagao dos autores paraisso € que ainteracao hidrofébica entre

materiais e proteinas néo seria suportada quando o angulo de contato é inferior

a 75° (XIE et al., 2010a).

22 |icencga obtida via Copyright Clearance Center n°4952010349199. Concedida em 18 nov. 2020.
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Farmacéuticos-bioguimicos da Universidade de Toéquio realizaram estudos de
adsorcao de proteinas do plasma (albumina, gamaglobulinas e fibrinogénio) a
microcapsulas de PLLA. As isotermas de equilibrio de adsorcdo para cada uma das

proteinas a diferentes forcas idnicas sdo mostradas na figura 18:

Figura 18: Isotermas de adsorcao na superficie de microcapsulas de PLLA a varias
forcas ibnicas: o 0,01; @ 0,075; e 0,154. (a) albumina; (b) gamaglobulina; (c) fibrinogénio
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Fonte: (MAKINO; OHSHIMA; KONDO, 1987)

Da figura, pode-se notar que a quantidade adsorvida variou pouco com a forga
ibnica da solucdo. Sugere-se, portanto, que a principal forgca motriz para a adsorgéao
dessas proteinas a superficie das microcapsulas de PLLA ndo é de natureza

eletrostética, mas pode envolver ligagdes de hidrogénio e/ou intera¢gdes hidrofébicas.

Z Licencga obtida via Copyright Clearance Center n°4952021069471. Concedida em 18 nov. 2020.
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A figura 19 mostra o potencial ¢ dessas microcdpsulas em fun¢éo da concentragéo

de fibrinogénio a 3 diferentes forgas idnicas:

Figura 19: Potencial ¢ de microcapsulas adsorvidas com fibrinogénio como fungéo
da concentracéo de fibrinogénio a 3 diferentes forcas ibnicas do meio de suspenséo: o
0,01; @ 0,075; e 0,154
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Fonte: (MAKINO; OHSHIMA; KONDO, 1987)

O potencial ¢ apresenta um comportamento de proporcionalidade direta a

concentracdo independente da forga ibnica. Particularmente, a for¢a iénica de 0,154, o

potencial { muda de sinal quando a concentracgéo de fibrinogénio vale 4,4 %.

Esses fenbmenos ndo podem ser explicados pelo modelo convencional de distribuigdo de
potencial ao redor de uma particula carregada, que assume que cargas estdo localizadas

apenas na superficie particular de espessura zero, predizendo, portanto, que o potencial ¢ e

a carga liquida da particula tém sempre o mesmo sinal. Em outras palavras, ja que as
proteinas adsorvidas carregam uma carga liquida negativa, a adsorcéo proteica

sempre deve aumentar a carga liquida negativa das microcapsulas. Portanto,

24 Licencga obtida via Copyright Clearance Center n°4952021069471. Concedida em 18 nov. 2020.
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segundo o modelo convencional, o potencial { tornar-se-a mais negativo a medida
gue a adsorcao proteica progride, o que, como visto no paragrafo anterior, ndo é

0 que acontece.

2.5.1.1.1 Construindo um modelo simples para explicar a adsor¢ao proteica

Num artigo anterior, 0 mesmo grupo de pesquisadores japoneses propos
uma teoria para a distribuicdo de potencial ao longo de uma superficie tendo uma
camada carregada de espessura finita ndo nula sendo composta de duas
subcamadas: uma interna e outra externa (OHSHIMA; OHKI, 1985). Essa teoria
prediz, por exemplo, que quando a camada interna estiver negativamente
carregada e a externa positivamente carregada, o potencial { pode, em alguns
casos, tornar-se positivo mesmo que a carga liquida na camada superficial como

um todo seja negativa.

Como as microcapsulas tém claramente carga negativa, o carater positivo
deve provir do fibrinogénio. Uma tipica curva de titulacdo potenciométrica para

proteinas € mostrada na figura 20:

Figura 20: Tipica curva de titulacdo potenciométrica para proteinas

IEP

Zeta potential (mV)
[

pH value

O intercepto x € chamado ponto isoelétrico (IEP, na sigla em inglés), que
corresponde ao valor de pH em que a carga liquida da proteina € neutra. Esse

valor é 5,5 para o fibrinogénio, ou seja, no pH em que o estudo foi realizado (7,4,



Subcapitulo 2.5: Quimica Analitica na investigacdo da biocompatibilidade 53

tampao fosfato-salino) a carga liquida da proteina € negativa. Entretanto, uma porcéo
da molécula deve ter cargas positivas, ja que alguns de seus grupos laterais, como a

lisina e a arginina, possuem valores de pKaiguais a 10,5 e 12,5, respectivamente.

Dessa forma, se o fibrinogénio estiver arranjado de tal modo que a porgao
positiva esteja disposta na camada externa enquanto a negativa na camada
interna (Qque contém também a membrana da microcapsula), € possivel explicar

0 comportamento a principio anémalo do potencial { na adsorc¢éo proteica:

Figura 21: Um modelo para a adsor¢éo de fibrinogénio na superficie da
microcipsula de PLLA. Areas sombreadas indicam regides hidrofébicas. + e -
representam cargas fixas, enquanto @ e© indicam ions méveis do eletrdlito

©
®
@
(€]
®
5]
©
Microcapsule Solution
layer charge
layer
Adsorbed layer of
fibrinogen 25

Fonte: (MAKINO; OHSHIMA; KONDO, 1987)

O carater hidrofébico das regides diminui a medida que se afasta da microcapsula. Ja
gue ndo é possivel esperar uma polariza¢édo de carga aprecidvel numa molécula livre/n&o
ligada, a redistribuicdo de grupos carregados em moléculas de fibrinogénio adsorvidas

pode ocorrer no processo de adsor¢cao (MAKINO; OHSHIMA; KONDO, 1987).

25 Licencga obtida via Copyright Clearance Center n°4952021069471. Concedida em 18 nov. 2020.



Subcapitulo 2.5: Quimica Analitica na investigacdo da biocompatibilidade 54

2.5.1.2 Em busca da capsula 100% antivegetativa

Apds anos de pesquisa nas propriedades fisico-quimicas de microcapsulas
de alginato-quitosana-alginato (ACA) e em sua interagdo com proteinas, o0 grupo
de pesquisadores chineses liderado pelo Prof. Xie decidiu empreender um esfor¢o
de modificacdo quimica polimérica das capsulas através de enxerto com molécula

reconhecidamente imunorrepelente, MPEG.

O PEG, como j& mencionado na secédo 2.3.1.1.2.4, distingue-se por sua
extraordinaria imunotolerancia, que € atribuida a um nimero de propriedades
Unicas tais como energias livres minimas na interface com a agua, extensa
hidratacéo, boa flexibilidade conformacional, consideravel mobilidade de cadeia e
grande volume excluido. Além disso, sua baixa toxicidade e imunogenicidade na
lista de substancias seguras do FDA tornam-no um material adequado a

aplicacdes no campo de materiais para transplante.

A deposicao direta de um copolimero de quitosana enxertada com mPEG
(CS-g-mPEG) na superficie de microcapsulas de AC, embora possivel, leva a uma
série de problemas que podem limitar a repulsdo proteica: a difusdo do mPEG e
seu aprisionamento no interior do hidrogel poroso; o acimulo de cargas positivas
na superficie das microcapsulas; e o impedimento estérico dos grupos laterais do

copolimero, que limita significativamente a densidade superficial de enxerto (ns).

Para resolver todos os 3 problemas, as estratégias de modificacdo quimica
polimérica deveriam objetivar o0 aumento da densidade de cadeias de mPEG na
superficie, a neutralizacédo dos sitios positivos e a liberacdo dos grupos laterais de

MPEG da cadeia principal de quitosana.
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Em linha com esses objetivos, duas estratégias foram adotadas: a
introducdo de uma camada tampao de alginato (ndo so para neutralizar as cargas,
mas também para fornecer sitios negativos para ligagdo com o copolimero e
prevenir a difusdo das cadeias de mPEG em direcao ao interior) e a graftizacao
covalente in situ dos grupos laterais de mPEG ja liberados do esqueleto de
guitosana diretamente nos grupos amino das microcapsulas de AC (que também

previne a protonacéo destes grupos). Os esfor¢cos s&o resumidos na figura 22:

Figura 22: llustracdo esquematica do processo de enxertia de mPEG nas
microcapsulas hidrogélicas (fora de escala)
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Fonte: (ZHENG et al., 2012)

Os pesquisadores investigaram entdo o efeito da variacao da espessura da
camada tamponante na biocompatibilidade das microcapsulas de ACACkpea.
Essa espessura foi controlada pelo tempo de revestimento do alginato gelificado
com quitosana; quanto maior o tempo, mais quitosana pode difundir através do

gel, o que implicou mais alginato externo para neutraliza-la e, subsequentemente,
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mais sitios para enxerto do copolimero. Essa intuigéo foi confirmada pelos resultados de XPS, que sao

mostrados na figura 23:

Figura 23: Espectros de XPS para membranas de microcapsulas de ACACpec cCOM
diferentes espessuras e suas curvas de ajuste. (A), (B) e (C) representam os picos para
0 elétron do orbital 1s do carbono para 10, 20 e 40 um, respectivamente, e (D), (E) e (F)
0s correspondentes picos para o elétron do orbital 1s do oxigénio
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Fonte: (ZHENG et al., 2012)
E possivel notar um aumento, em geral, no pico correspondente ao grupo funcional éter-carbono
(C-0-C), caracteristico do mPEG, tanto no pico Cis quanto no pico Ois de cima para baixo, ou seja, com
0 aumento da espessura da membrana. Consequentemente, houve um aumento também da

porcentagem da &rea total abaixo dos picos atribuida ao C-O-C: conforme a espessura foi de 10 a 40

% Reimpresso com permissdo de (ZHENG et al., 2012). Copyright (2020) American Chemical
Society.



Subcapitulo 2.5: Quimica Analitica na investigacdo da biocompatibilidade 57

um, a porcentagem da area sob o pico do Cis correspondente ao C-O-C foi de 38,6% a 78,0%, e a

porcentagem sob o pico do Ois de 10,5% a 34,0%, demonstrando, claramente, 0 aumento de ns.

Esse aumento refletiu diretamente na adsorcéo proteica. Os resultados do ensaio com Fgn e 1gG séo

mostrados na figura 24:

Figura 24: Efeito da espessura da membrana na adsorc¢éo de (A) IgG (B) Fgn
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Fonte: (ZHENG et al., 2012)
Aadsorc¢ao de IgG diminuiu de 9,1 + 0,3 para 4,5 + 0,2 %’ uma reducdo maior do que 50%, conforme
a membrana passou de 10 a 40 ym. A adsorcéo de Fgn também diminuiu de 4,1+ 0,2 para 1,6 + 0,2 C‘%, uma
reducdo em torno de 61%. A principal raz&o para melhor repulséo proteica foi a decuplicagdo de ns.

As microcapsulas de ACPsiu também foram estudadas por XPS. A comparagéo de seus resultados com os das

microcéapsulas de AC (controle) é mostrada nas figuras 25 e 26:

Figura 25: Comparagdo entre os picos Cis dos espectros de XPS para as
membranas das microcapsulas de (A) AC e (B) ACPsiw € curvas de ajuste
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Fonte: (ZHENG et al., 2012)

2728 Reimpresso com permisséo de (ZHENG et al., 2012). Copyright (2020) American Chemical
Society.
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‘Figura 26: Comparacdo entre os picos Ois dos espectros de XPS para as
membranas das microcapsulas de (A) AC e (B) ACPsiw € curvas de ajuste
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Fonte: (ZHENG et al., 2012)

A analise das figuras revela que a intensidade relativa do pico correspondente ao éter-
carbono aumentou notavelmente com a enxertia in situ, o que indica a introdugéo bem-
sucedida de cadeias de mPEG. A partir do aumento na porcentagem da area sob o pico

Cis atribuida ao C-O-C de 31,2% a 69,5%, ns foi calculado, atingindo o valor de 1,00 +

cadeia

0,03 — Segundo os autores, o aumento de ns foi acompanhado de uma transicéo a

gue foram submetidas as cadeias de mPEG da conformagao “cogumelo” a conformagao
“‘escova”: a repulséo estérica entre as cadeias levou a sua protrusdo, minimizando a
atracdo eletrostatica da capsula e, consequentemente, maximizando a eficiéncia da

modificacao.
Nessa densidade superficial de enxerto de mPEG, a adsorcéo proteica de IgG e

Fgn decresceu proeminentemente 20,3 + 0,4 e 0,2 + 0,4 c”—gz

et respectivamente. Isso
equivale a uma reducdao, para ambos, de quase 100% se comparada a do controle de

ACACrpec. Essa superficie modificada com mPEG através do método de graftizacdo

covalente in situ mostrou-se quase completamente imune a adsorc¢ao proteica. Resta saber

se, em estudos futuros, 0 comportamento in vivo seguira esta tendéncia (ZHENG et al., 2012).

2 Reimpresso com permissdo de (ZHENG et al., 2012). Copyright (2020) American Chemical
Society.
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3 Objetivos

Evidenciar 0 peso e a suma importancia das contribuicdes que a Fisico-quimica pode
trazer a uma linha de pesquisa, essencialmente, biolégica;

Instigar a aplicacéo das técnicas aqui apresentadas, dentre outras, inclusive, no futuro
dos projetos académicos do Nucleo, seja na linha em questdo ou mesmo em qualquer
outra;

Estimular futuras parcerias e recrutamentos de profissionais de outras areas relevantes
ao enfoque do Laboratério de modo a fortalecer esta iniciativa e potencializar as

descobertas do Grupo, aumentando sua exposic¢ao, a longo prazo, no cenario mundial.

4 Conclusodes

A Quimica Bioanalitica € comprovadamente um importante instrumento na investigagéo
dos mecanismos que subjazem a demonstrada bioincompatibilidade de ilhotas

microencapsuladas in vivo, podendo direcionar a engenharia de superficies imunotolerantes.

A analise realizada pelos pesquisadores mostrou que variaveis de produto, como razéo
M . . e .. ., .
o Ppeso molecular e teor de G do alginato e hidrofilicidade do polication, e variaveis de

processo, como exposicdo de moléculas carregadas ndo ligadas na superficie da capsula,
tém consequéncias na funcionalidade e viabilidade das células pés-transplante. A adsorcao
proteica, etapa determinante ao prosseguimento da cascata inflamatoéria subsequente, é
diretamente ativada pela falta de controle desses parametros através de interacdes de

natureza eletrostatica, hidrofilica e intermolecular.

A partir da compreenséao dessa inter-relacao e utilizando técnicas de modificagéo quimica
polimérica de enxertia, os cientistas foram capazes de alcancar a imunorrepeléncia em sua
guase totalidade, demonstrando as ilimitadas possibilidades que o conhecimento e o controle

das propriedades fisico-quimicas podem trazer no caminho rumo ao sucesso do tratamento.
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6 APENDICE A — Alginato: Origem e Purificac&o

O alginato existe in vivo como uma mistura de sais com diferentes cations (Sr,
Mg e Ca) encontrada na matriz intracelular dos tecidos de algas marrons. Sua
extracdo primaria € realizada via troca ibnica com uma base forte obtida da

solubilizacéo da barrilha (RODRIGUEZ et al., 2020).

Em sua forma bruta, é encontrado junto a uma série de impurezas como
proteinas, lipopolissacarideos, DNA e RNA, de modo que a viabilidade das ilhotas
transplantadas pode ser diretamente correlacionada a pureza do alginato usado

(SONDERMEIJER et al., 2016).

Existem varias técnicas para a purificacdo do alginato. A rota industrial
tradicional é feita via adicdo de solu¢des de CaClz, HCI e C2HeO. A purificacédo
industrial, no entanto, frequentemente ndo permite a obtencédo do grau de pureza
requerido as aplicacdes biomédicas. Nesse sentido, muitos pesquisadores tém
desenvolvido métodos originais em seus proprios laboratérios. O grupo do Prof.
De Vos, por exemplo, inovou em 1997 ao adicionar uma etapa de extracao
proteica usando CHCIs e C4H100 — 1 ano apo6s introducéo no peritbnio, apenas 10%
das cépsulas apresentaram sobrecrescimento fibrético, frente a 100% das produzidas
com alginato em sua forma bruta. Essa constatacdo apenas refor¢ca a importancia da

etapa de purificacdo num contexto estéril como o cirargico (DE VOS et al., 1997).

A Quimica Analitica pode também ser usada para avaliar a qualidade dessa
extracdo e a pureza do produto final. Técnicas de ressonancia magnética nuclear
(RMN) e espectroscopia no infravermelho (IR) foram previamente empregadas com
sucesso para esse fim, e até a modelagem matemética dos estagios de precipitacao

ja permitiu otimizacéo global do processo (RODRIGUEZ et al., 2020).



7 APENDICE B — Biocompatibilidade e suas muitas definig6es

Segundo as recomendagbes da Divisdo de Polimeros da [UPAC,
biocompatibilidade é a “habilidade de um material desenvolver uma resposta imune
apropriada a uma aplicacdo especifica/entrar em contato com um sistema vivo sem
produzir um efeito adverso” (VERT et al., 2012). Essa definicdo, ainda que coerente,
nao € clara, e isso advém do limitado conhecimento da interacdo dos biomateriais
com o0 corpo — restringi-la, portanto, a performance frente a um Unico tipo
celular/tecido, como frequentemente é feito, € no minimo inconsequente (KAMMULA;

MORRIS, 2001).

A norma ISO 10993 é outra exaustivamente referenciada quando se buscam
parametros para avaliar a biocompatibilidade de um material. Constitui-se de uma série
de testes in vitro (sensitizacdo, genotoxicidade, hemocompatibilidade, carcinogénese,
etc.) que, embora ndo prevejam seu comportamento apos introdu¢cdo no microambiente
in vivo, configuram-se pré-requisitos importantes ao prosseguimento da pesquisa rumo a

experimentacdo em modelos-animais e posteriormente ensaios clinicos.

A alternativa adotada pela maioria dos pesquisadores diante desse impasse é nao
constatar indiscutivelmente a adequacéo do material para aplicacdo em seres vivos, mas
sim adotar um aspecto relevante da resposta imune/biomimetizacdo para o contexto do
biomaterial/microambiente em questdo e estudar o desempenho aferido a partir dele.
Tendo em mente a tradicional cascata de reacdes inflamatérias que ocorrem apés a
deteccdo de antigenos, podem ser avaliados a adsorcdo e a deposicao proteica na
superficie dos endotélios dos tecidos vasculares, a producado de citocinas e quimiocinas
durante a fase aguda da inflamacao e até mesmo a mimetizacdo da matriz extracelular,
comprovadamente responsavel pela modulagéo e atenuacéo das respostas inflamatorias

(SILVA; SOGAYAR, 2018).



8 APENDICE C — Outras técnicas de caracterizagdo de

microcapsulas

Neste trabalho foram descritas apenas técnicas de caracterizacdo fisico-
quimica de microcapsulas. Embora XPS, ToF-SIMS, Potencial {, Angulo de
contato pelo método da gota séssil e FTIR estejam entre as mais usadas e
fornecam preciosas informacfes da superficie do biomaterial, ndo sdo nem de
longe as Unicas capazes de mapear as propriedades fisico-quimicas dos

biopolimeros, quem dir4 as propriedades de outras naturezas.

Ainda no ambito da Fisico-Quimica, outros aspectos importantes para
materiais polimeéricos correlacionados ao processo de formacdo das capsulas
podem ser estudados [p. ex.. determinacdo da massa molar meédia (SLS,
viscosidade intrinseca, SEC) e polidispersao (SEC)], e a composi¢cdo quimica
pode ser averiguada sob outras Oticas/em outras escalas [estrutura sequencial

(RMN); analise micrométrica (ATR)].

Inestimaveis deducdes sobre a performance de um biomaterial podem ainda ser
obtidas com o emprego de técnicas fora dessa esfera: a resisténcia mecanica (por
investigagdo por sonda via pingas Opticas, micropipeta e micromanipulagdo) até
mesmo adaptada ao contexto das inje¢cdes intraperitoneais (ensaios de compressao
uniaxial e elasticidade via analisador de textura superficial equipado com transdutor
de forca); o vazamento de componentes intracapsulares (ICP/AES, RMN H); a
topografia e a elasticidade/Mddulo de Young (AFM modo contato); a permeabilidade
(fluorescéncia, UV/VIS, radioatividade, SEC com detector sensivel a concentracao,
kits de ensaios proteicos, ISEC); e a integridade (microscopia 6ptica, MEV, ESR, micro-

FTIR, marcadores radioativos e supresséao da fluorescéncia) (DE VOS et al., 2009).
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