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"Há um tempo em que é preciso abandonar as roupas 

usadas, que já têm a forma do nosso corpo, e esquecer os 

caminhos que nos levam sempre aos mesmos lugares. É o 

tempo da travessia, e se não ousarmos fazê-la teremos 

ficado, para sempre, à margem de nós mesmos." 

Fernando Teixeira de Andrade 
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“In science it often happens that scientists say, "You know that's 

a really good argument; my position is mistaken," and then they 

would actually change their minds and you never hear that old 

view from them again. They really do it. It doesn't happen as 

often as it should, because scientists are human and change is 

sometimes painful. But it happens every day. I cannot recall the 

last time something like that happened in politics or religion.” 

 

“We are, each of us, a multitude. Within us is a little universe.” 

Carl Sagan 
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RESUMO 
 
Campanha-Rodrigues, A.L. Imunoproteção de Ilhotas Pancreáticas Microencapsuladas 
em Biomateriais Inovadores e seu Potencial Terapêutico no Diabetes Mellitus Tipo 1. 
2012. 106p. Tese – Programa de Pós-Graduação em Bioquímica. Instituto de Química, 
Universidade de São Paulo, São Paulo. 
 

O transplante de ilhotas microencapsuladas constitui uma alternativa terapêutica interessante 
para o Diabetes Mellitus tipo 1, permitindo um melhor controle glicêmico e eliminando a 
necessidade de imunossupressão. Entretanto, a manutenção a longo prazo da viabilidade das 

células-β ainda é um desafio. No isolamento, a perda da matriz extracelular e as condições 
hipóxicas subsequentes afetam decisivamente a sobrevivência e funcionalidade das ilhotas. 
Objetivo Para diminuir o estresse sobre o enxerto, levando a um sucesso prolongado do 
transplante, propôs-se a adição de perfluorocarbono (PFC) ou laminina (LN), moléculas 
associadas respectivamente à oxigenação e interações célula-célula, ao biomaterial baseado 
em alginato, Biodritina, adequado ao encapsulamento celular. Metodologia Para testar a 
estabilidade das formulações PFC-Biodritina e LN-Biodritina, microcápsulas foram 
submetidas a diferentes estresses (rotacional, osmótico, temperatura e cultura) por 7 e 30 dias. 
A pureza do biomaterial foi avaliada pela coincubação com macrófagos murinos RAW264.7, 
por 3, 9 e 24h, quando a ativação dos macrófagos foi observada pela expressão gênica de IL-

1β e TNFα. Microcápsulas implantadas i.p. em camundongos foram recuperadas após 7 ou 30 
dias, para análises de biocompatibilidade. A expressão de níveis de mRNA (bax, bad, bcl-2, 
bcl-XL, xiap, caspase 3, mcp1/ccl2, hsp70, ldh, insulina 1 e 2), proteínas (Bax, Bcl-XL e 
Xiap) e a atividade de Caspase3 foram avaliadas em ilhotas microencapsuladas com PFC- e 
LN-Biodritina, após cultura de 48h em condições de normóxia e hipóxia (<2% O2). 
Camundongos diabéticos foram transplantados com ilhotas encapsuladas nas diferentes 
formulações e os animais foram monitorados pelas variações de massa corporal, glicêmicas e 
pela funcionalidade do enxerto (TOTGs). As ilhotas foram recuperadas de animais normo ou 
hiperglicêmicos e uma análise de biocompatibilidade das cápsulas foi realizada, assim como a 

avaliação funcional das células-β. Após o explante, a glicemia dos animais normoglicêmicos 
foi monitorada para se atestar a eficiência das ilhotas transplantadas. Resultados 
Microcápsulas de PFC- e LN-Biodritina são tão estáveis e biocompatíveis quanto as de 
Biodritina. Para ilhotas encapsuladas em ambos os materiais, em normóxia ou hipóxia, 
observou-se uma modulação gênica que sugere proteção contra apoptose. Adicionalmente, 
encontrou-se uma diminuição na expressão de genes indicadores de estresse (mcp1, hsp70). 
Uma diminuição nos níveis de mRNA de ldh foi vista para PFC-Biodritina, mas o oposto foi 
encontrado para LN-Biodritina. As diferenças encontradas na expressão proteica sugerem o 
mesmo padrão anti-apoptótico. Caspase3 não foi modulada por nenhum biomaterial. Nos 
experimentos de transplante, apenas LN-Biodritina levou reversão prolongada do diabetes, 
com 60% dos animais normoglicêmicos, 198 dias pós-cirurgia, comparado a 9% do grupo 
Biodritina. O TOTG demonstrou que camundongos transplantados com ilhotas encapsuladas 
secretaram mais insulina do que controles, 60 (LN-Biodritina) ou 100 (PFC- e LN-Biodritina) 
dias pós-cirurgia. O explante restabeleceu a hiperglicemia nos camundongos. Microcápsulas 
recuperadas de animais hiperglicêmicos apresentavam uma extensa adesão celular. Testes de 
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secreção de insulina in vitro demonstraram que somente ilhotas do grupo normoglicêmico 
responderam às variações da concentração de glicose. Conclusão A adição de moléculas 
bioativas à Biodritina é capaz de diminuir o estresse em ilhotas isoladas e tem o potencial de 
melhorar a terapia pelo transplante de ilhotas. 
 
 
 
 
Palavras-chave: Diabetes Mellitus tipo 1, Microencapsulamento, Transplante de Ilhotas 
Pancreáticas, Perfluorocarbono, Laminina, Biodritina 
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ABSTRACT 
 
Campanha-Rodrigues, A.L. Immunoprotection of Pancreatic Islets Microencapsulated in 
Inovative Biomaterials and its Therapeutic Potential in Type 1 Diabetes Mellitus. 2012. 
106p. PhD Thesis - Graduate Program in Biochemistry. Instituto de Química, Universidade de 
São Paulo, São Paulo. 
 
Transplantation of microencapsulated islets represents an attractive therapeutical approach to 
treat type 1 Diabetes Mellitus, accounting for an improved glycemic control and the 
abolishment of immunosuppressive therapies. However, maintenance of long-term ß-cell 
viability remains a major problem. During islet isolation, the loss of extracellular matrix 
interactions and the hypoxic conditions thereafter dramatically affect ß-cell survival and 
function. Objective To lessen the burden of islet stress and achieve a better outcome in islet 
transplantation we tested the addition of perfluorocarbon (PFC) or laminin (LN), molecules 
associated respectively with oxygenation and cell-cell interaction, to Biodritin, an alginate-
based material suitable for cell microencapsulation. Methodology To test the stability of 
PFC-Biodritin and LN-Biodritin composites, microcapsules were subjected to different 
stresses (rotational, osmotic, temperature and culture) for 7 and 30 days. To assess biomaterial 
purity microcapsules were co-incubated with RAW264.7 murine macrophage cell line for 3, 9 

and 24h and macrophage activation was detected through mRNA levels of IL-1β and TNFα. 
Microcapsules were implanted i.p. in mice and retrieved after 7 or 30 days, for 
biocompatibility analyses. Gene expression at mRNA (bax, bad, bcl-2, bcl-XL, xiap, caspase 
3, mcp1/ccl2, hsp70, ldh, insulin 1 and 2) and protein (Bax, Bcl-XL and Xiap) levels, together 
with Caspase3 activity, were evaluated in islets microencapsulated in PFC- or LN-Biodritin, 
upon culturing for 48h in normoxic or hypoxic (<2% O2) conditions. Diabetic mice were 
transplanted with PFC- or LN-Biodritin microencapsulated islets, followed by assessments of 
body weight, glycemia and graft function by oral glucose tolerance tests (OGTTs). 
Microencapsulated islets were retrieved from normoglycemic or hyperglycemic mice and 
biocompatibility analyses of the beads together with a functional assessment of the graft 
followed. After graft removal, normoglycemic animals had their glycemias monitored to attest 
the efficacy of the transplanted islets. Results PFC- and LN-Biodritin microcapsules were as 
stable and biocompatible as Biodritin. For both biomaterials in normoxia and hypoxia a 
modulation in gene expression was observed in islets associated with a protection against 
apoptosis. Also, a decreased expression of stress-related genes (mcp1, hsp70) was evidenced. 
ldh mRNA levels were down-regulated in PFC-Biodritin microencapsulated islets but up-
regulated in the presence of LN. Increased levels of insulin mRNA were observed. The 
differences seen in protein expression indicated the same anti-apoptotic pattern. Caspase3 
activity was not different between groups. Concerning diabetes reversal experiments, only 
mice transplanted with LN-Biodritin microencapsulated islets presented a better outcome, 
with 60% remaining euglycemic at 198 days post-surgery, compared with 9% for the 
Biodritin group. OGTT showed that mice transplanted with encapsulated islets secreted more 
insulin than normal mice, 60 (LN-Biodritin) or 100 days (PFC- and LN-Biodritina) post-
transplant. Hyperglycemia was achieved after the retrieval of microcapsules showing graft 
efficacy. Retrieved microcapsules revealed an extensive overgrowth in most beads from 
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hyperglycemic mice. A static glucose stimulated insulin secretion test revealed that only islets 
from normoglycemic subjects were able to secrete insulin according to glucose concentration. 
Conclusion- The addition of bioactive molecules to Biodritin may lessen the stress of isolated 
islets and have the potential to improve islet transplantation therapy. 
 
 

 
 
Keywords: Type 1 Diabetes Mellitus, Microencapsulation, Pancreatic Islet Transplantation, 
Perfluorocarbon, Laminin, Biodritin 
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1. Introdução 

1.1. Diabetes Mellitus tipo 1 

O Diabetes Mellitus (DM) é uma doença crônica que afeta cerca de 350 milhões de 

pessoas em todo o mundo (1), sendo caracterizada por uma regulação inadequada do 

metabolismo de carboidratos, lipídeos e proteínas, devido à deficiência na produção de 

insulina ou incapacidade de utilização desse hormônio pelo organismo. Esse distúrbio 

metabólico está associado ao desenvolvimento de complicações vasculares e neurológicas, 

que levam a um alto índice de mortalidade prematura, o que colocou esta síndrome em quinto 

lugar no ranking das doenças mais impactantes em 2005 (2-4). 

O DM engloba os dois principais tipos de manifestação da síndrome: Diabetes 

Mellitus tipo 1 (DM1) e Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2). O DM1 é causado pela destruição 

auto-imune das ilhotas pancreáticas, o que leva a uma drástica diminuição da insulina 

circulante, podendo chegar à total ausência deste hormônio. Esse processo é usualmente 

observado em pacientes jovens, sendo responsável por 10% dos casos de diabetes relatados. 

Já o DM2 se caracteriza por resistência das células do organismo à insulina e representa 90% 

dos casos relatados de DM. Em ambos os casos, a hiperglicemia resultante é um dos sintomas 

clássicos associados ao estado diabético (2). 

A insulina é um hormônio produzido pelas células β das ilhotas de Langerhans 

(Figura 1), estruturas que correspondem à porção endócrina do tecido pancreático, sendo um 

fator essencial no metabolismo dos carboidratos e gorduras. Desde sua descoberta por Banting 

& Best (5), há cerca de 90 anos, a insulina modificou drasticamente a vida de pacientes com 

DM1. Embora a terapia insulínica, baseada na administração do hormônio a partir de injeções 

subcutâneas, seja capaz de atrasar ou até mesmo impedir o desenvolvimento de complicações 

tardias, pacientes denominados “hiperlábeis”, sujeitos a variações de glicemia amplas e 
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frequentes, continuam a apresentar eventos hipoglicêmicos preocupantes e muitas vezes fatais 

(6-8). Nesses casos, o transplante de tecido produtor de insulina é uma terapia a se considerar. 

 

Figura 1: (A) Visão esquemática de uma ilhota de Langerhans e (B) da secreção de insulina por uma célula β 
pancreática. [Adaptado de Terese Winslow e Lydia Kibiuk, 2001 (http://www.teresewinslow.com)]. 

 

1.2. Transplante de pâncreas versus transplante de ilhotas pancreáticas 

O transplante de pâncreas órgão total é uma terapia que começou a ser aplicada em 

pacientes com DM1 em 1966, sendo, a princípio, associado a altas taxas de morbidade e 

mortalidade (9). Desde então, esse procedimento passou por avanços consideráveis, 

permitindo que, atualmente, os grandes centros transplantadores consigam a manutenção da 

homeostase glicêmica a longo prazo, com cerca de 80% dos pacientes transplantados 

independentes de insulina exógena após um ano da cirurgia (10; 11). O transplante de 

pâncreas está associado a uma melhora na qualidade de vida (12) e até mesmo à reversão de 

algumas complicações tardias associadas ao DM1 (13). Apesar das vantagens que a terapia 

oferece, esta ainda é uma intervenção cirúrgica de grande porte, que requer imunossupressão, 

sendo indicada a um grupo seleto de pacientes, usualmente àqueles que passaram por um 

transplante renal e dependem de um bom funcionamento do pâncreas para o sucesso dos 

tratamentos. 
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O transplante de ilhotas pancreáticas é uma alternativa interessante ao transplante de 

pâncreas para pacientes com DM1 hiperlábil. Trata-se de um procedimento tecnicamente mais 

simples, que apresenta baixa morbidade pela simplicidade cirúrgica e pela eliminação de 

possíveis complicações associadas à presença das enzimas exócrinas, presentes no transplante 

de pâncreas órgão total.  O fato de ser possível manter as ilhotas em cultura por curtos 

períodos oferece uma oportunidade ímpar de manipulação imunológica destas células, assim 

como o condicionamento do paciente, o que facilitaria a indução de tolerância. Por todas estas 

razões, o transplante de ilhotas é uma estratégia bastante promissora para a correção do DM1 

em indivíduos jovens, que ainda não apresentam complicações secundárias (14; 15). Esse 

procedimento foi inicialmente realizado em 1972, quando Lacy e colaboradores infundiram 

ilhotas pancreáticas na veia porta de camundongos diabéticos, levando os animais à 

normoglicemia (16). Em 1990, foi publicado o primeiro transplante de ilhotas em um paciente 

diabético, que manteve a independência de insulina exógena por 1 mês (17). Devido à baixa 

qualidade e quantidade das ilhotas isoladas e aos protocolos de imunossupressão pouco 

efetivos, a aplicação dessa terapia foi bastante limitada na década de 90, não passando de 8% 

o número de pacientes livres de insulinoterapia, um ano após o transplante (18). 

No ano 2000, o grupo de Edmonton anunciou um ensaio clínico no qual sete pacientes 

com DM1 receberam infusões de ilhotas isoladas a partir de doadores de órgãos, tendo 

atingido e mantido a independência de insulina exógena por um ano (19). O sucesso associado 

a este ensaio clínico deve-se às mudanças drásticas que foram realizadas nos protocolos de 

imunossupressão, na seleção dos pacientes e na qualidade e quantidade das ilhotas recém-

isoladas e implantadas. A partir de então, centros de todo o mundo vêm unindo esforços para 

a melhoria dos protocolos utilizados pelo grupo de Edmonton. A taxa de independência de 

insulina exógena aumentou para 60%, um ano após o transplante, e dados obtidos pelos 

diferentes grupos mostram que, mesmo nos pacientes que retornaram à hiperglicemia, mas 
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possuem uma liberação residual de insulina, mantém-se a melhoria na qualidade de vida, com 

uma redução significativa no número de episódios hipoglicêmicos e uma potencial redução 

das complicações tardias do DM1 (20-23). 

Apesar das estatísticas sobre o sucesso do transplante de ilhotas ainda diferirem 

daquelas observadas para o transplante de pâncreas, as publicações da última década mostram 

que o tratamento através da terapia celular está cada vez mais perto de se tornar uma opção 

igualmente eficaz (24). Entretanto, independente do tipo de transplante em questão (pâncreas 

ou ilhotas), os pacientes devem ser submetidos a um regime rigoroso de imunossupressão 

para permitir a sobrevivência do enxerto.  

A imunossupressão está associada a uma série de efeitos colaterais indesejáveis, como 

náuseas, ulcerações orais, diarréias, constipações, fadiga, anemia, edemas, tumores, acne, 

feridas cutâneas, hipertensão, dislipidemia e neutropenia, deixando o paciente mais propenso 

às infecções oportunistas (25; 26). Até mesmo para os agentes imunossupressores mais 

modernos, utilizados no transplante de ilhotas atualmente, existem relatos de toxicidade e 

atuação negativa sobre o enxerto (27-31). Nesse contexto, a imunoproteção das ilhotas 

transplantadas na ausência de drogas imunossupressoras, através de seu encapsulamento, é 

vista como uma tecnologia extremamente promissora, que foi explorada no presente trabalho. 

1.3. Microencapsulamento de ilhotas pancreáticas 

A produção de microcápsulas semipermeáveis contendo proteínas ou células, para 

aplicação biológica, foi inicialmente sugerida na década de 60 (32), introduzindo o termo 

“bioencapsulamento”. Resumidamente, a membrana semipermeável, que envolve a célula 

microencapsulada e preserva sua integridade morfológica e funcional, deve ser um obstáculo 

físico que impeça a entrada de anticorpos e células do sistema imune, no entanto, deve ser 

permeável à insulina, nutrientes, eletrólitos, oxigênio e glicose (33-37) (Figura 2A e B). 

Cerca de vinte anos após este primeiro relato, essa técnica foi utilizada, com sucesso, no 
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encapsulamento e transplante de ilhotas pancreáticas em ratos diabéticos, que mantiveram 

taxas de glicemia normalizadas por várias semanas (38). Desde então, houve um progresso 

considerável no refinamento dessa tecnologia e uma aplicação crescente do 

bioencapsulamento em modelos experimentais de DM1, incluindo roedores e primatas não-

humanos (39-43), e, até mesmo, em testes clínicos com seres humanos (44-46). O 

encapsulamento celular também vem sendo utilizado como ferramenta no tratamento 

experimental de doenças como hemofilia (47-50), câncer (51-54), falência renal (55-57) e 

deficiência hepática (58; 59).  

 

Figura 2: Encapsulamento de ilhotas: (A) Micrografia de uma microcápsula contendo ilhotas pancreáticas. (B) 
Desenho esquemático representando o funcionamento de uma microcápsula (adaptado de 
www.cellprotect.com.br). (C) Exemplos de diferentes dispositivos utilizados na imunoproteção de ilhotas 
[adaptado de De Vos et al., 2002 (60)]. 
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Uma variedade de membranas e matrizes já foi utilizada para se produzir estruturas 

imunoprotetoras com diversas geometrias e propriedades físico-químicas (61; 62), incluindo 

dispositivos de perfusão vascular, macrocápsulas, microcápsulas e cápsulas de recobrimento 

de superfície (nanocápsulas) (Figura 2C) (37; 63). A necessidade de cirurgia vascular, 

associada ao risco de trombose, limitou a utilização dos dispositivos de perfusão vascular 

(64). Embora existam exceções (65; 66), a aplicação clínica de macrocápsulas esbarra no 

transporte precário de oxigênio e nutrientes para as células encapsuladas (64). As técnicas de 

encapsulamento por recobrimento de superfície ainda são aplicadas por poucos grupos, 

mostrando-se, à princípio, um tanto problemáticas, já que estão associadas a um risco maior 

de resposta imune contra o enxerto, pois a distância entre as ilhotas e o meio externo é 

grandemente reduzida, permitindo um acesso mais fácil às células pelos elementos do sistema 

imune. Pouco a pouco, essa técnica vem ganhando mais espaço com o aprimoramento de seus 

protocolos (36). Entretanto, a vasta maioria dos experimentos de imunoproteção descritos 

utiliza-se das microcápsulas.  

As microcápsulas possuem uma forma esférica e um tamanho que pode variar em 

torno de 200 a 1000 µm em diâmetro. A distância entre as células microencapsuladas e o 

meio externo permite uma maior capacidade de difusão, quando comparada à de 

macrocápsulas, assim como uma melhor estabilidade mecânica (35). O material mais utilizado 

na fabricação das microcápsulas, com o objetivo de imunoproteção celular, é o alginato de 

sódio, um componente da parede celular de algas marrons. Formado por cadeias de ácidos 

gulurônico (G) e manurônico (M), o alginato é capaz de se associar a certos cátions 

divalentes, como o Ba+2 e o Ca+2, formando um hidrogel (67) (Figura 3). 

O alginato apresenta diversas vantagens quando comparado aos outros materiais 

disponíveis (quitosana, agarose, poli-(HEMA-MMA), copolímeros de acrilonitrila, 

polietilenoglicol - PEG, etc). Em primeiro lugar, ele não interfere com a funcionalidade das 



 

ilhotas (68-70), sendo um dos poucos materiais que pode se polimerizar e ser mantido em 

condições fisiológicas. Adici

conseguem sobreviver melhor durante longos períodos de cultura, quando encapsuladas em 

malha de alginato (71; 72)

proveria um suporte para o crescimento das células da ilhota e preveniria a formação de 

grumos, observada em cultura comum, que afetam a oxige

Finalmente, as microcápsulas de alginato se mostraram estáveis 

animais e seres humanos (39

Figura 3: (A) Cadeia linear do alginato, formada por unidades de ácidos 
-G-, (B) Polimerização das cadeias de alginato, na 
polimerizado ricas em M e G, (D) polimerização do alginato após exposição prolongada ao íon Ca
de De Vos et al., 2006 (67)]. 

 

1.4. Os desafios do transplante de ilhotas microencapsuladas

A terapia através do transplante de ilhotas pancreáticas microencapsuladas permitiria 

que os pacientes se vissem livres da terapia imunossupressora. Entretanto, essa estratégia 
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). Uma explicação plausível seria a de que a matriz tridimensional 

proveria um suporte para o crescimento das células da ilhota e preveniria a formação de 

grumos, observada em cultura comum, que afetam a oxigenação e captação de nutrientes. 

Finalmente, as microcápsulas de alginato se mostraram estáveis in vivo, em experimentos com 
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terapêutica ainda enfrenta uma série de problemas que impedem a sobrevivência e 

funcionalidade do enxerto. A inflamação resultante do transplante é crítica para a 

sobrevivência das ilhotas e pode ser mediada pelo biomaterial implantado, pelos 

procedimentos cirúrgicos necessários para o implante do enxerto ou, ainda, pela liberação de 

mediadores inflamatórios pelas células encapsuladas (67). 

A resposta inflamatória associada aos biomateriais implantados é geralmente descrita 

como um processo bioquímico dinâmico (73-76), iniciado pela adsorção não-específica de 

proteínas à superfície do material, seguido pelo recrutamento de neutrófilos e macrófagos e 

uma subsequente adesão dessas células e também de fibroblastos sobre as microcápsulas (77), 

num processo descrito como crescimento pericapsular. A intensidade da resposta inflamatória 

é dependente do sítio de transplante e das propriedades do material, como carga de superfície, 

porosidade e grau de purificação (73). Por muitos anos, a baixa pureza dos materiais 

utilizados na imunoproteção celular foi considerada a principal causa de crescimento 

pericapsular e falha do enxerto (67).  

O alginato não-purificado contém altos níveis de polifenóis, proteínas e endotoxinas 

(78). Polifenóis são conhecidos por sua toxicidade contra células e por poderem favorecer a 

despolimerização do alginato, enquanto as endotoxinas são potentes estimuladores do sistema 

imune. Sendo assim, a purificação do alginato é necessária antes deste material poder ser 

utilizado no microencapsulamento celular. Baseando-se nisto, cientistas do mundo todo 

focaram seus esforços na melhoria do alginato utilizado em testes pré-clínicos. Uma série de 

protocolos foram publicados (78-82) e, atualmente, é possível comprar alginatos ultrapuros, 

com níveis de endotoxina baixíssimos, ideais para testes in vivo (Nova Matrix, Drammen, 

Noruega). Ainda neste contexto, vários grupos passaram a produzir microcápsulas recobertas 

por uma camada externa de PEG (83; 84) ou de policátions, em particular polilisina (PLL) e 

poliornitina (PLO) (85-87). Apesar da controvérsia encontrada na literatura sobre o real 



24 

 

benefício dessas substâncias, o grupo liderado pelo Dr. Ricardo Calafiore descreveu 

excelentes resultados com PLO em microcápsulas, o que abriu oportunidades para a aplicação 

desta tecnologia em um ensaio clínico (45; 46). Além do foco na biocompatibilidade, a 

aplicação de múltiplas camadas provê mais resistência e estabilidade às cápsulas. Outros 

grupos apostaram na utilização de microcápsulas de alginato polimerizadas com Ba+2, já que 

apresentam uma resistência maior do que as membranas com Ca+2, mais comumente usadas, 

e, em geral, observou-se uma ótima biocompatibilidade nestes experimentos (88-93). 

O procedimento cirúrgico para implante das microcápsulas, apesar de minimamente 

invasivo, induz uma resposta inflamatória associada ao processo de reconstituição tecidual e 

cicatrização (73). Em experimentos com animais que só receberam solução salina 

intraperitoneal (86) ou subcutânea (94), ocorre o recrutamento significativo de neutrófilos, a 

expressão das citocinas inflamatórias IL-1β e IL-6 e do fator de transcrição NF-κB. Não se 

sabe exatamente se somente a resposta à cirurgia é capaz de lesar as ilhotas implantadas, 

porém, como a inflamação é também desencadeada pelas células encapsuladas (67), esse 

processo não deve ser ignorado. 

As ilhotas pancreáticas isoladas tendem a produzir uma variedade de moléculas pró-

inflamatórias (95-100). Consequentemente, o transplante de ilhotas não-encapsuladas, na 

ausência de imunossupressão, está associada a uma grave resposta imune no período inicial 

pós-transplante. Portanto, não é de surpreender que mecanismos similares estejam presentes 

quando as ilhotas estão encapsuladas, mesmo não havendo contato célula-célula. Macrófagos 

co-cultivados com ilhotas pancreáticas microencapsuladas são ativados prontamente e passam 

a produzir uma série de moléculas inflamatórias, como IL-1β, IL-6, TNFα e MIP-2 (101; 

102). No contexto de um transplante celular, a ativação imune causada tanto pelas células 

implantadas, quanto pelo procedimento cirúrgico e por possíveis fatores imunogênicos 
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presentes no biomaterial, poderiam levar à falência do enxerto, através de um círculo vicioso 

(67) (Figura 4). 

 

Figura 4: Círculo vicioso de ativação imune: Ilhotas liberam citocinas, que agem em conjunto com as citocinas 
induzidas pelo procedimento cirúrgico, no recrutamento e ativação de células inflamatórias da vizinhança do 
enxerto e residentes [adaptado de De Vos et al., 2006 (67)]. 
 

1.5. Sítios de transplante e estratégias para aumentar a sobrevida do enxerto 

Com o objetivo de se prevenir a morte das ilhotas pancreáticas transplantadas e 

permitir uma maior duração funcional do enxerto, várias estratégias são utilizadas. Nas seções 

anteriores, diversos fatores que afetam o sucesso das células implantadas foram apontados. 

Especificamente, a seleção do tipo de dispositivo utilizado (macrocápsulas, microcápsulas, 

etc), o biomaterial escolhido (alginato), a biocompatibilidade e estabilidade deste material, a 

ativação imune decorrente tanto da pureza das formulações de ilhotas encapsuladas, como da 

cirurgia e da produção de mediadores inflamatórios pelas células em si, são parâmetros 

importantes para a predição de uma terapia de sucesso. Associado a esses fatores, o sítio de 

implante desempenha um papel crítico na sobrevivência funcional das ilhotas. 
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Apesar do local clássico de transplante de ilhotas nuas (não-encapsuladas) ser a veia 

porta hepática, esse não é um local utilizado para transplantes de ilhotas microencapsuladas, 

visto que as microcápsulas possuem um tamanho inadequado, uma vez que podem causar 

embolia. Usualmente, ilhotas encapsuladas são implantadas no sítio intraperitoneal ou, numa 

escala menor, nos sítios subcutâneo e sob a cápsula renal (103). Em nosso laboratório, os 

implantes subcutâneos realizados levaram a uma maior agregação do enxerto devido a um 

crescimento pericapsular intenso (dados não publicados). O transplante de ilhotas 

microencapsuladas sob a cápsula renal não é possível em camundongos, pelo volume do 

enxerto. Portanto, em nossos experimentos, assim como da grande maioria dos grupos, o 

implante das ilhotas microencapsuladas foi realizado no sítio intraperitoneal. 

Apesar de ser indicado para enxertos que ocupam um volume maior, o transplante no 

sítio intraperitoneal está associado a uma perda de ilhotas devido às condições de baixa de 

oxigênação (hipóxia) encontradas. Ilhotas encapsuladas sofrem de estresse hipóxico crônico e 

irreversível, já que o oxigênio chega às células implantadas apenas por difusão passiva (34). 

A hipóxia é mais crítica no centro das ilhotas, onde é comum encontrar-se um coro necrótico 

(104). Já foi demonstrado que ilhotas encapsuladas respondem à hipóxia com um aumento 

nos níveis de mRNA da quimiocina MCP-1/CCL2 (96). Apesar deste fator poder ser 

entendido como um sinal das células na promoção da angiogênese (105), no contexto do 

transplante, a atividade quimiotática de MCP-1/CCL2 pode contribuir amplamente para a 

falência do enxerto, por atrair macrófagos e ajudar a estabelecer o círculo vicioso de ativação 

imune (106). Estratégias para se eliminar ou reduzir o impacto da hipóxia no transplante de 

ilhotas são essenciais.  

Outro fator importante, que atua diretamente na sobrevida de ilhotas isoladas, é a 

perda de interações com a matriz extracelular (MEC) (104). A interação entre integrinas e 

MEC afeta a adesão entre as células das ilhotas, assim como a proliferação, diferenciação e 
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secreção de insulina, isto é, está diretamente relacionada com a viabilidade e funcionalidade 

celular (107-109). De fato, a secreção de insulina estimulada por glicose é melhorada quando 

as ilhotas são cultivadas em superfícies tratadas com moléculas da MEC, como o colágeno 

tipo I ou IV, a laminina e a fibronectina (110-112). Essas descobertas abriram campo para 

ensaios que envolvam a incorporação de elementos de MEC em biomateriais utilizados para o 

microencapsulamento de ilhotas pancreáticas. 

Baseados nessas premissas, os experimentos aqui descritos visam observar o efeito de 

substâncias classicamente associadas ao aumento de oxigenação ou de interações com a MEC 

sobre ilhotas microencapsuladas, com o objetivo de favorecer a viabilidade das células 

implantadas. 

1.6. Propostas de novas formulações de biomateriais para o microencapsulamento de 

ilhotas 

Para os ensaios realizados neste trabalho, utilizou-se, como material-base, a Biodritina, 

desenvolvida e patenteada pelos pesquisadores Marcos Mares-Guia e Camilo Ricordi, através 

da empresa BIOMM Inc. (113). A Biodritina é composta de alginato de sódio e sulfato de 

condroitina, numa formulação validada em diversos experimentos de estabilidade e 

biocompatibilidade, tendo sido aplicada, com sucesso, em ensaios in vivo de reversão do 

diabetes mellitus experimental em camundongos (114). Foi escolhido um alginato ultrapuro, 

com 60% de G, e os sulfatos de condroitina 4 e 6, com nível de pureza adequado para testes 

pré-clínicos. A adição do sulfato de condroitina oferece uma maior estabilidade mecânica às 

microcápsulas, sendo este um composto não-imunogênico presente na MEC.  

A partir do biomaterial Biodritina, duas novas formulações foram desenvolvidas. A 

primeira se propõe a diminuir o impacto da hipóxia sobre as ilhotas imunoprotegidas, através 

da adição do perfluorocarbono (PFC), um composto já utilizado na oxigenação tecidual. A 
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segunda formulação é focada no estresse causado pela perda dos elementos da MEC e visa 

restabelecer as interações das ilhotas com a laminina (LN).  

1.6.1. Perfluorocarbonos (PFCs) 

Carreadores artificiais de oxigênio, como os PFCs, têm o potencial de melhorar o 

transporte deste gás, assim como sequestrar dióxido de carbono. PFCs são hidrocarbonetos 

nos quais a maioria ou todos os átomos de hidrogênio foram substituídos por átomos de flúor 

(Figura 5). Uma das vantagens únicas desses compostos é a capacidade de dissolver grandes 

volumes de gases respiratórios, que ocupam “cavidades moleculares” entre as moléculas de 

PFC, sem o envolvimento de reações químicas. Os PFCs têm sido aplicados em diversos 

sistemas biomédicos, como na criação de sangue artificial, no transporte de órgãos, na 

oxigenação sanguínea durante cirurgias, na indução de cicatrização de feridas, na forma de 

um agente de contraste em imageamento por ultrassom e, ainda, na oxigenação de meios de 

cultura de plantas, bactérias, fungos e células de inseto e mamífero. A utilização de PFCs é 

vantajosa, nesses sistemas, devido à sua disponibilidade comercial e por serem facilmente 

esterilizados, recuperados e reciclados, além de serem substâncias química e biologicamente 

inertes (115). A aplicação de PFCs em malhas de alginato já foi relatada por alguns grupos, 

estando, na maioria dos casos, associada a um benefício funcional para as células 

microencapsuladas (116-119). Entretanto, experimentos in vivo de transplante de ilhotas 

microencapsuladas, na presença de PFC, ainda não haviam sido descritos. 

 

Figura 5: Estruturas químicas de (A) um PFC cíclico, perfluorodecaline, e (B) um PFC linear, perfluoro-octil 
bromido [adaptado de Lowe et al., 1998 (115)]. 

 



 

1.6.2. Lamininas (LNs)

LNs são moléculas de adesão celular que compreendem uma família de glicoproteínas 

encontrada predominantemente em membranas basais. Essas moléculas se apresentam na 

forma de trímeros, consistindo de cadeias 

uma série de domínios globulares e cilíndricos (

arranjos que permanecem em íntima associação com células, através da interação com 

receptores de superfície (120

como o desenvolvimento inicial do embrião, organ

de funções celulares, tais como: adesão, migração, proliferação, diferenciação e morte celular 

programada (121; 122). Estas funções são mediadas, pr

de membrana celular que atuam como receptores para moléculas da MEC. Experimentos 

realizados em nosso laboratório demonstraram que a adição de LN ao meio de cultura de 

ilhotas humanas, contendo o hormônio prolactina,

frente ao estímulo de glicose 

esse, evidenciando o efeito benéfico da LN e elementos da MEC em culturas de ilhotas, 

linhagens de células β e pseudoilhotas, inclusive em experimentos 

de células em hidrogéis 

microencapsulamento e transplante de ilhotas pancreáticas em biomaterial contendo LN, em 

animais dizbetizados, ainda não haviam sido descritos.

Figura 6: Modelo representativo da estrutura da laminina
globulares e cilíndrico. 

Lamininas (LNs) 

LNs são moléculas de adesão celular que compreendem uma família de glicoproteínas 

encontrada predominantemente em membranas basais. Essas moléculas se apresentam na 

s, consistindo de cadeias α, β e γ, estruturadas de maneira a dar origem 

série de domínios globulares e cilíndricos (Figura 6).  LNs interagem entre si, formando 

arranjos que permanecem em íntima associação com células, através da interação com 

120). LNs são vitais para uma miríade de processos fisiológicos, 

como o desenvolvimento inicial do embrião, organogênese, construção tecidual e regulação 

de funções celulares, tais como: adesão, migração, proliferação, diferenciação e morte celular 

. Estas funções são mediadas, principalmente, por integrinas, proteínas 

de membrana celular que atuam como receptores para moléculas da MEC. Experimentos 

realizados em nosso laboratório demonstraram que a adição de LN ao meio de cultura de 

ilhotas humanas, contendo o hormônio prolactina, induziu uma maior secreção de insulina 

frente ao estímulo de glicose (123). Na literatura, podem ser encontrados vários relatos como 

efeito benéfico da LN e elementos da MEC em culturas de ilhotas, 

e pseudoilhotas, inclusive em experimentos in vitro

de células em hidrogéis (124-128). Contudo, experimentos envolvendo o 

microencapsulamento e transplante de ilhotas pancreáticas em biomaterial contendo LN, em 

ainda não haviam sido descritos. 

Modelo representativo da estrutura da laminina-111, evidenciando as cadeias 
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LNs são moléculas de adesão celular que compreendem uma família de glicoproteínas 

encontrada predominantemente em membranas basais. Essas moléculas se apresentam na 

, estruturadas de maneira a dar origem a 

).  LNs interagem entre si, formando 

arranjos que permanecem em íntima associação com células, através da interação com 

. LNs são vitais para uma miríade de processos fisiológicos, 

ogênese, construção tecidual e regulação 

de funções celulares, tais como: adesão, migração, proliferação, diferenciação e morte celular 

incipalmente, por integrinas, proteínas 

de membrana celular que atuam como receptores para moléculas da MEC. Experimentos 

realizados em nosso laboratório demonstraram que a adição de LN ao meio de cultura de 

induziu uma maior secreção de insulina 

. Na literatura, podem ser encontrados vários relatos como 

efeito benéfico da LN e elementos da MEC em culturas de ilhotas, 

in vitro de encapsulamento 

. Contudo, experimentos envolvendo o 

microencapsulamento e transplante de ilhotas pancreáticas em biomaterial contendo LN, em 

 

111, evidenciando as cadeias α, β e γ e os domínios 
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2. Objetivos 

2.1. Objetivo Geral 

Este trabalho tem, como objetivo geral, a avaliação in vitro e in vivo de novas formulações 

de biomateriais, visando o microencapsulamento e transplante de ilhotas pancreáticas para 

a reversão do diabetes induzido em animais. 

2.2. Objetivos Específicos 

1. Obter, a partir da Biodritina, biomateriais contendo PFC ou LN, adequados à 

produção de microcápsulas. 

2. Avaliar a estabilidade das microcápsulas obtidas a partir de testes de resistência à 

temperatura, meio de cultura, rotação e estresse osmótico. 

3. Analisar a biocompatibilidade das microcápsulas vazias através de ensaios in vitro, 

pela capacidade de ativação de macrófagos em cultura, e in vivo, por implante no 

sítio i.p. de camundongos. 

4. Avaliar o efeito do microencapsulamento com as novas formulações sobre a 

expressão gênica, ao nível de mRNA e proteína, e a atividade enzimática de ilhotas 

pancreáticas em cultura, sob condições de normóxia e hipóxia. 

5. Observar o resultado do transplante de ilhotas microencapsuladas com os diferentes 

biomateriais, em camundongos diabéticos, através do acompanhamento da massa 

corporal e glicemia e de testes orais de tolerância à glicose. 

6. Analisar a eficácia do enxerto após a recuperação das ilhotas microencapsuladas 

transplantadas, através do monitoramento da glicemia dos animais. 

7. Avaliar a biocompatibilidade das microcápsulas recuperadas e a atividade funcional 

das ilhotas em seu interior, através de análises microscópicas e teste de liberação de 

insulina, respectivamente. 
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3. Materiais e Métodos 

3.1. Obtenção das formulações de biomateriais 

O biomaterial Biodritina foi preparado através da mistura de 80% de alginato de cálcio 

ultrapurificado (PRONOVA UP LGV, Nova Matrix, FMC Biopolymer, Drammen, Noruega) 

e 20% de sulfato de condroitina (Kin Master, RS, Brasil). Em nossos experimentos, alginato e 

sulfato de condroitina foram diluídos em NaCl 0,15 M para uma concentração final de 1,2% e 

0,325%, respectivamente, e essa solução foi utilizada, também, na preparação da formulação 

de LN-Biodritina.  

Para a produção de PFC-Biodritina, uma solução-estoque de PFC e alginato de cálcio 

foi previamente preparada, a partir de uma mistura contendo 10% de Perfluorodecaline 

(Fluoromed APF-140HP, Texas, Estados Unidos) e 90% de uma solução de alginato 1,2% 

(UP LGV, Nova Matrix, FMC Biopolymer, Drammen, Noruega). Para que esta mistura fosse 

estável, foi necessário um passo adicional de emulsificação em um processador de fluidos 

(Microfluidics M-110S, MA, Estados Unidos), na presença dos surfactantes Pluronic F-68 NF 

Grade Prill Surfactant (1.5%) (BASF, Ludwigshafen, Alemanha) e F-127 NF Grade Prill 

Surfactant Polox (2%) (BASF, Ludwigshafen, Alemanha), sob pressão constante de 5000 PSI 

e temperatura em torno de 25o C. A solução final de PFC-Biodritina foi obtida através da 

mistura de 20% da solução-estoque de PFC-Alginato e 80% de Biodritina. 

O biomaterial LN-Biodritina foi preparado através da adição de 10 µg/mL de Laminina 

1 (Invitrogen, CA, Estados Unidos) à solução de Biodritina. 

Uma solução de alginato comercial (Sigma, A-2033) foi utilizada em alguns 

experimentos e utilizou-se a concentração 1,2%, em NaCl 0,15 mol/L. 
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3.2. Indução química do diabetes mellitus em animais 

 Todos os procedimentos experimentais realizados com animais seguiram protocolos 

aprovados pela Comissão de Ética em Cuidados e Uso Animal (CECUA), do Instituto de 

Química da USP. Ratos Wistar e camundongos Balb/C foram mantidos no Biotério Geral do 

Instituto de Química e da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da USP, em gaiolas com livre 

acesso à comida e água, exceto durante o decorrer de alguns experimentos de curta-duração, 

nos quais era necessário um período de jejum alimentar, em ambiente com temperatura e 

luminosidade controladas. Camundongos Balb/C foram tornados diabéticos por injeção 

intraperitoneal (i.p.) de estreptozotocina (250 mg/Kg) (Sigma, St. Louis, Estados Unidos), a 

partir da sétima semana de vida, sendo monitorados através da checagem glicêmica, realizada 

por punção da veia caudal, e pesagem. A freqüência de monitoramento foi diária, na primeira 

semana, e semanal a partir daí. Os camundongos foram considerados diabéticos quando 

apresentavam três medidas sequenciais acima de 200 mg/dL. Animais diabetizados recebiam 

hidratação por injeção subcutânea de Ringer lactato (Laboratório Sanobiol, MG, Brasil), a 

cada sete dias. 

3.3. Isolamento e purificação de ilhotas pancreáticas de ratos 

As ilhotas pancreáticas utilizadas em todos os experimentos foram isoladas de ratos 

Wistar machos, com massa corporal em torno de 250g. Para tal, os animais foram pré-

anestesiados com uma injeção intramuscular de acepromazina (Univet/Vetnil) (2,5 mg/Kg) e, 

após 5 minutos, anestesiados com uma mistura de cetamina (75 mg/Kg) (Univet/Vetnil) e 

xilazina (10 mg/Kg) (Coopazine/Coopers). Após tricotomia abdominal e antissepsia com uma 

solução de povidona iodada (Riodeíne Tópico – Rioquímica), realizou-se uma laparotomia 

mediana ventral. O ducto pancreático foi identificado, clampeado próximo à sua comunicação 

com o duodeno e uma cânula foi inserida na sua porção adjacente ao fígado, para que fosse 

realizada a infusão de 10 mL de uma solução da enzima colagenase (Liberase RI, Roche) na 
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concentração de 0,17 mg/mL. Em seguida, o animal foi exsanguinado através do corte de 

vasos mesentéricos e o pâncreas foi cuidadosamente extraído, lavado em solução salina 

gelada e, após a remoção de linfonodos e excesso de gordura, cortado em pedaços menores e 

mantido no gelo até o momento da digestão enzimática. 

Durante a digestão, os pâncreas foram mantidos em tubos, em banho-Maria, a 37o C, 

por 20 min. O material digerido foi passado através de uma peneira de 800 µm e lavado em 

meio RPMI-1640 (LGC Biotecnologia). Após uma breve centrifugação (1 minuto, 100g), o 

sedimento foi ressuspenso em 10 mL de Ficoll (F2637, Sigma Aldrich) com densidade de 

1,110 g/cm3 e três outras camadas de Ficoll (densidades 1,096, 1,069 e 1,037 g/cm3) foram 

cuidadosamente adicionadas para que se formasse um gradiente descontínuo, capaz de induzir 

a separação das ilhotas do restante do tecido pancreático. Após centrifugação a 453g, por 15 

minutos, as ilhotas purificadas podiam ser visualizadas entre as camadas de densidade 1,096 e 

1,069 g/cm3, sendo coletadas com uma pipeta Pasteur. As ilhotas purificadas foram lavadas e 

cultivadas em meio CMRL 1066 (Mediatech-Cellgro), suplementado com 100 unidades/mL 

de penicilina, incubadora de 5% de CO2, a 37º C. 

A contagem da quantidade de ilhotas obtidas por isolamento e a avaliação da pureza 

das mesmas foram realizadas através da coloração por ditizona (Sigma) e observação sob 

microscópio invertido (Nikon Corporation, Tokyo, Japão). A ditizona possui uma cor 

vermelha, sendo capaz de se ligar ao zinco, presente nos grânulos de insulina, corando, dessa 

forma, somente as células β (Figura 7). O número total de ilhotas pôde, então, ser obtido e 

seus tamanhos aferidos, com a ajuda de uma objetiva acoplada a uma grade de medidas. 



 

Figura 7: (A) e (B) Ilhotas pancreáticas de rato coradas com ditizona e visualizadas em microscópio invertido 
no aumento de 100x.  Em (B), medida dos tamanhos das ilhotas: cada lado dos quadrados que compõem a grade 
possui 100 µm. 
 

3.4. Avaliação da atividade funcional 

 Ilhotas de rato obtidas a partir de três isolamentos distintos foram submetidas ao teste 

de secreção de insulina frente ao estímulo de glicose. Para a realização do ensaio, 

1000 ilhotas foram divididas em três poços de uma placa de cultura, o sobrenadante foi 

descartado e as células foram ressuspensas em 2 mL de meio RPMI

2,8 mM de glicose. Após incubação de 1h, a 37º C, em estufa com atmosfer

parte do sobrenadante foi retirado e armazenado a 

preparado com 20 mM de glicose foi adicionado ao volume existente, a fim de se obter uma 

concentração de 16,7 mM. Depois de mais 1h de incubação, a 37º C, o 

foi guardado a -20º C para análise futura do conteúdo de insulina secretada pelas ilhotas. 

A concentração de insulina das amostras foi obtida por radioimunoensaio (RIA), após 

centrifugação a 750g, por 20 min, 

insulina marcada com o radioisótopo 

não-marcada (presente na amostra) por um anticorpo anti

foi preparada utilizando-se concentrações conhecid

2,0; 4,0; e 8,0 ng/mL). A partir dos resultados da curva padrão, foi possível determinar a 

concentração de insulina presente nas amostras. O complexo antígeno

Ilhotas pancreáticas de rato coradas com ditizona e visualizadas em microscópio invertido 
no aumento de 100x.  Em (B), medida dos tamanhos das ilhotas: cada lado dos quadrados que compõem a grade 

Avaliação da atividade funcional in vitro de ilhotas pancreáticas recém

Ilhotas de rato obtidas a partir de três isolamentos distintos foram submetidas ao teste 

de secreção de insulina frente ao estímulo de glicose. Para a realização do ensaio, 

1000 ilhotas foram divididas em três poços de uma placa de cultura, o sobrenadante foi 

descartado e as células foram ressuspensas em 2 mL de meio RPMI-1640 sem soro, contendo 

2,8 mM de glicose. Após incubação de 1h, a 37º C, em estufa com atmosfer

parte do sobrenadante foi retirado e armazenado a -20º C. Em seguida, o mesmo meio 

preparado com 20 mM de glicose foi adicionado ao volume existente, a fim de se obter uma 

concentração de 16,7 mM. Depois de mais 1h de incubação, a 37º C, o 

20º C para análise futura do conteúdo de insulina secretada pelas ilhotas. 

A concentração de insulina das amostras foi obtida por radioimunoensaio (RIA), após 

centrifugação a 750g, por 20 min, a 4º C. Este método baseia-se na competição entre a 

insulina marcada com o radioisótopo 125I (Amersham Biosciences, Inglaterra) e a insulina 

marcada (presente na amostra) por um anticorpo anti-insulina (1:200). Uma curva

se concentrações conhecidas de insulina não-marcada (0,2; 0,4; 1,0; 

2,0; 4,0; e 8,0 ng/mL). A partir dos resultados da curva padrão, foi possível determinar a 

concentração de insulina presente nas amostras. O complexo antígeno
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Ilhotas pancreáticas de rato coradas com ditizona e visualizadas em microscópio invertido 
no aumento de 100x.  Em (B), medida dos tamanhos das ilhotas: cada lado dos quadrados que compõem a grade 

de ilhotas pancreáticas recém-isoladas 

Ilhotas de rato obtidas a partir de três isolamentos distintos foram submetidas ao teste 

de secreção de insulina frente ao estímulo de glicose. Para a realização do ensaio, cerca de 

1000 ilhotas foram divididas em três poços de uma placa de cultura, o sobrenadante foi 

1640 sem soro, contendo 

2,8 mM de glicose. Após incubação de 1h, a 37º C, em estufa com atmosfera de 5% de CO2, 

20º C. Em seguida, o mesmo meio 

preparado com 20 mM de glicose foi adicionado ao volume existente, a fim de se obter uma 

concentração de 16,7 mM. Depois de mais 1h de incubação, a 37º C, o sobrenadante também 

20º C para análise futura do conteúdo de insulina secretada pelas ilhotas.  

A concentração de insulina das amostras foi obtida por radioimunoensaio (RIA), após 

se na competição entre a 

I (Amersham Biosciences, Inglaterra) e a insulina 

insulina (1:200). Uma curva-padrão 

marcada (0,2; 0,4; 1,0; 

2,0; 4,0; e 8,0 ng/mL). A partir dos resultados da curva padrão, foi possível determinar a 

concentração de insulina presente nas amostras. O complexo antígeno-anticorpo foi 
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precipitado pela adsorção do hormônio ao polietilenoglicol (PM 6000), o sobrenadante foi 

descartado e a dosagem da radiação presente no precipitado foi realizada em um contador 

gama (Perkin Elmer, MA, Estados Unidos). 

3.5. Cultivo da linhagem de macrófagos RAW264.7 

A linhagem celular de macrófagos murinos, RAW264.7 (ATCC, American Type 

Culture Collection, TIB-71, Virginia, Estados Unidos)  foi mantida em meio de cultura 

DMEM (LGC Biotecnologia) suplementado com glutamina 2 mM, HEPES (Sigma) 10 mM, 

piruvato 0,01 mM, 100 µg/mL de estreptomicina (Sigma), 25 µg/mL de ampicilina 

(USBCorporation, Cleveland, Ohio, EUA), e 10% SFB (Cultilab), à temperatura de 37oC sob 

atmosfera de 5% de CO2. O meio de cultura foi trocado a cada três dias e as culturas foram 

tripsinizadas, para subcultivo, quando atingiam uma densidade de aproximadamente 90% da 

densidade de saturação. Os estoques celulares foram mantidos em meio de cultura contendo 

10% de dimetilsulfóxido (DMSO) (Merck) a -190oC, em reservatório contendo nitrogênio 

líquido. 

3.6. Produção de microcápsulas e microencapsulamento de ilhotas pancreáticas 

 Microcápsulas foram obtidas através da extrusão das soluções de Biodritina, PFC-

Biodritina e LN-Biodritina por uma agulha, com um fluxo de 19,9 mL/h controlado por uma 

bomba de seringa (SP 500 JMS do Brasil, Campinas, SP, Brasil). A aplicação de um fluxo de 

ar modulável (ar comprimido medicinal, Air Products Brasil LTDA) ao redor da agulha faz 

com que seja possível o controle do tamanho da gota liberada. Nos experimentos aqui 

descritos, utilizou-se um fluxo de 2,2 L/min. Após o desprendimento da agulha, as gotas caem 

em uma solução de gelificação (pH 7,2), composta de BaCl2 (20mM) (Merck) e Hepes (20 

mM) (Sigma), onde as microcápsulas são formadas pela interação entre o íon Ba+2 e as 

cadeias de alginato (Figura 8). Com o fluxo de ar especificado acima, a maior parte das 

microcápsulas apresentava diâmetros variando entre 700 e 1000 µm. Após o final desse 
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processo, as cápsulas permaneciam por mais 5 min na solução de gelificação, quando eram, 

então, lavadas com NaCl 0,15M. Finalmente, as microcápsulas eram aeradas com uma 

mistura de ar medicinal filtrada (21% O2), passo necessário para a oxigenação da formulação 

contendo PFC. 

 

Figura 8: Esquema ilustrativo do processo de produção de microcápsulas. (A) Produção de microcápsulas 
através do gotejamento em solução contendo íons Ba+2. (B) Interações entre o íon Ba+2 e as cadeias de alginato. 
[Adaptado de Li et al., 2012 (129)]. 
 

 Para a produção de microcápsulas contendo ilhotas, a suspensão celular foi 

homogeneizada com as soluções de Biodritina, PFC-Biodritina ou LN-Biodritina testadas, 

utilizando-se a proporção de 8.000 ilhotas de rato por mL de biomaterial e os mesmos passos 

descritos acima. 

3.7. Ensaios de estabilidade das microcápsulas 

 Foram realizados cinco testes de estabilidade com as microcápsulas produzidas a partir 

das formulações de Biodritina, PFC-Biodritina e LN-Biodritina, analisando-se, em todos eles, 

uma possível variação no diâmetro das cápsulas, assim como o número de estruturas 

rompidas. Da mesma maneira, antes de se iniciar os diferentes testes, 100 microcápsulas de 

cada formulação tiveram seu diâmetro determinado em um microscópio de contraste de fase, 
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utilizando-se essa informação como controle dos experimentos (Tempo 0). Ao final de cada 

período de tempo experimental, outras 100 cápsulas foram avaliadas. 

 O primeiro ensaio de estabilidade realizado foi chamado de Teste de “Temperatura”. 

Para a avaliação da estabilidade térmica, 0,5 mL de microcápsulas foram colocadas em tubos 

de 1,5 mL, contendo uma solução de NaCl 0,15 M e mantidas em termociclador por 1 e 24h a 

37º ou 40º C. O segundo ensaio foi denominado Teste de “Cultura”, consistindo na 

manutenção de 0,5 mL de microcápsulas em placas de 6 poços, em meio RPMI-1640 

contendo 10% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab), em estufa com atmosfera de 5% de CO2, 

por 30 dias, a 37º C. O terceiro teste foi o “Rotacional”, no qual 0,5 mL de microcápsulas 

foram mantidas em tubos cônicos de 15 mL, em NaCl 0,15 M, sob rotação constante de 150 

RPM por 30 dias, a 28º C. O quarto ensaio foi chamado de Teste “Misto”, por ser uma 

mistura dos anteriores, num experimento onde 0,5 mL de microcápsulas, em tubos cônicos de 

50 mL, foram desafiadas quanto à temperatura (37º C), rotação (150 RPM) e cultura (RPMI-

1640), por até 30 dias. Por fim, 0,5 mL das diferentes cápsulas foram submetidas ao chamado 

Teste “Explosivo”, onde foram incubadas com água destilada, em tubos cônicos de 50 mL, 

por 30 dias, à temperatura ambiente. 

3.8. Ensaios de biocompatibilidade das microcápsulas 

 Com o objetivo de se avaliar a biocompatibilidade das formulações de biomateriais, 

dois testes foram propostos. 

3.8.1.  Avaliação da biocompatibilidade de cápsulas através da co-incubação com 

macrófagos 

O primeiro ensaio de biocompatibilidade se baseou na capacidade de ativação da 

linhagem RAW264.7 de macrófagos pelas impurezas presentes em materiais. Cem 

microcápsulas de cada formulação de alginato ultrapuro (Biodritina, PFC-Biodritina e LN-

Biodritina) e de um alginato comercial (Sigma, A-2033) foram co-incubadas com 106 
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macrófagos, em meio DMEM suplementado com 10% SFB, em estufa com atmosfera de 5% 

de CO2, a 37º C, por até 24h, em triplicatas. Após 3, 9 e 24h de cultivo junto às cápsulas, os 

macrófagos foram recolhidos, lisados e submetidos a ensaios de RT-PCR quantitativo (qRT-

PCR) para determinar os níveis de expressão gênica das citocinas inflamatórias IL1β e TNFα, 

conforme detalhado abaixo. Macrófagos tratados com lipopolissacarídeo (LPS) (2 µg/mL) 

foram usados como controle positivo de ativação e macrófagos não-incubados com cápsulas, 

e não tratados, foram utilizados como controle negativo. 

a. Extração de RNA total 

O RNA total dos macrófagos foi obtido utilizando-se o método de extração por Fenol-

Clorofórmio (Trizol, Invitrogen), através do seguinte protocolo: 300 µL do reagente Trizol 

foram adicionados às amostras de macrófagos. Em seguida, adicionou-se 0,2 mL de 

clorofórmio (Merck) e os microtubos foram agitados vigorosamente num vortex e deixados 

em repouso por 15 minutos a 4o C. Após centrifugação a 12.000g, por 15 minutos, a 4o C, o 

sobrenadante foi transferido para um novo microtubo e um volume igual de isopropanol de 

alto grau de pureza (Merck) foi adicionado. As amostras foram deixadas a -20o C por meia 

hora e os microtubos foram novamente centrifugados a 12.000g, por 15 minutos, a 4o C, e os 

sobrenadantes foram descartados. Adicionou-se 1 mL de álcool 95% (Merck) e, após agitação 

em vortex, pôde-se perceber claramente a presença de um precipitado branco. Após uma nova 

centrifugação a 12.000g, por 15 minutos, a 4o C, o sobrenadante foi descartado e o microtubo 

foi emborcado em papel de filtro e, cerca de 1 minuto depois, foram adicionados 40 µL de 

água ultrapura (Milli-Q, Millipore). A partir de 1 µL do RNA total, estimou-se a concentração 

através de leitura espectrofotométrica a 260/280 nm, no aparelho ND-1000 – NanoDropR 

(Wilmington, Delaware, EUA). As amostras foram, então, mantidas a -80o C até o momento 

de produção das fitas de cDNA. 
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b. Produção de fitas de cDNA 

A partir de 1 µg de RNA total extraído das ilhotas encapsuladas, foram construídas 

fitas simples de cDNA por transcrição reversa, utilizando-se a enzima Super Script III 

(Invitrogen). Para tanto, cada amostra de RNA foi submetida a uma reação contendo 0,5 µL 

de Oligo dT (0,5 µg/µl) (Invitrogen), 0,5 µL de random primers (100 ng/µL) (Invitrogen) e 

1µL de dNTPs (10 mM) (Invitrogen) para um volume final de 12 µL. As amostras foram 

incubadas a 75o C, por 10 minutos, para desnaturação das moléculas e, em seguida, foram 

adicionados 2 µL do tampão de síntese da primeira fita, 2 µL de DTT (0,1 mol/L) 

(Invitrogen), 0,5 µL de RNase OUT (40 U/µL) (Invitrogen), 1 µL da enzima Super Script III 

(Invitrogen) e 2,5 µL de água ultrapura para um volume final de 20 µL. A reação foi incubada 

por 10 minutos, a 25o C, e, em seguida, por 2h a 50o C e 10 minutos a 72o C. Para degradar o 

RNA, adicionou-se 1 µL de RNase H (5 U/µL) em cada reação, seguida de uma nova 

incubação a 37oC, por 30 minutos, e 72oC, por 10 minutos, para a inativação da enzima em 

questão. 

c. Primers utilizados e teste de eficiência 

Os primers utilizados nas reações de PCR quantitativo (qPCR), a partir do cDNA 

produzido, foram construídos utilizando-se o software Primer Express, versão 3.0 (Applied 

Biosystems, CA, Estados Unidos) e suas sequências estão representadas na Tabela 1. 

Tabela 1: Sequências de primers utilizados nos ensaios de co-incubação de microcápsulas e macrófagos 
RAW264.7 

Gene Sequência Forward Sequência Reverse 

IL-1ββββ 
5’-AGTTGACGGACCCCAAAAGA-3’ 5’-GGACAGCCCAGGTCAAAGG-3’ 

TNFαααα 
5’-CCACGCTCTTCTGTCTACTGAACTT-3’ 5’-TGAGAGGGAGGCCATTTGG-3’ 

Hprt 5´GCTGAAGATTTGGAAAGGTGT 3´ 5´ACAGAGGGCCACAATGTGAT 3´ 
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Para o cálculo da eficiência dos primers, foram realizadas reações de amplificação 

contendo primers na concentração de 600 nM e, como molde, uma mistura de cDNAs 

diluídos em série (1:30, 1:60, 1:120, 1:240, 1:480). A análise da regressão linear dos valores 

de Cts em função do logaritmo da respectiva diluição fornece o coeficiente angular da reta (a, 

em y=ax+b), que é utilizado para cálculo da eficiência de amplificação do produto pelos 

primers, utilizando-se a fórmula: Ef = 10-(1/coeficiente angular) 

d. Ensaio de qRT-PCR  

A partir do cDNA dos macrófagos, realizou-se o ensaio de qRT-PCR para avaliar a 

expressão dos genes de interesse IL-1β, TNFα e do gene endógeno HPRT, utilizado como 

controle. Para a quantificação do produto formado durante as reações de qRT-PCR foi 

utilizado o reagente SYBR Green Dye (Applied Biosystems). Todas as reações de qRT-PCR 

foram montadas com 3 µL do cDNA sintetizado anteriormente, diluído 30 vezes em tampão 

TE (Tris-HCl 10 mM; EDTA 1 mM, pH 8,0), 3 µL do conjunto de primers (Forward e 

Reverse) e 6 µL do reagente SYBR Green Dye. Os experimentos de qRT-PCR foram 

realizados no aparelho de Real-Time PCR 7300 da Applied Biosystems, seguindo os passos: 1 

ciclo de desnaturação inicial de 10 minutos a 95o C e 40 ciclos de amplificação (30 segundos 

de desnaturação a 95o C e 1 minuto de anelamento e extensão a 60o C).  

O gerenciamento do termociclador e a coleta dos dados gerados durante a 

amplificação foram realizados pelo programa computacional GeneAmp 5700 (Applied 

Biosystems). Na análise inicial dos dados, estabeleceu-se um valor arbitrário de corte na fase 

exponencial da amplificação do gene. Assim, foi possível obter o threshold cycle (Ct) da 

amostra, que nada mais é que o número de ciclos necessários para que tal amostra atinja o 

valor de corte. A especificidade do sinal foi confirmada através da análise das curvas de 

dissociação do produto amplificado. A partir daí, calculou-se a diferença entre a média dos 

Cts da amostra de referência (macrófago não-incubado) e das amostras estudadas (macrófagos 
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incubados com cápsulas de Biodritina, PFC-Biodritina e LN-Biodritina). Essa diferença é 

chamada de ∆Cp e foi obtida tanto para a expressão dos genes-alvos quanto do gene 

endógeno de referência hprt. Esse valor é aplicado à fórmula seguinte (Pfaffl, 2001), que leva 

em consideração a eficiência apresentada pelos primers, para que a razão obtida seja a mais 

próxima possível da variação real da expressão gênica:  

 

3.8.2.  Avaliação da biocompatibilidade de cápsulas após o implante em animais 

 No segundo ensaio de biocompatibilidade, 200 microcápsulas de cada formulação 

foram implantadas no sítio intraperitoneal de camundongos Balb/C imunocompetentes, com 

aproximadamente 8 semanas de vida. Para isto, os animais foram anestesiados com o 

anestésico inalatório isofluorano (Isoforine, Cristália). Através de uma pequena incisão 

ventral (<0,5 cm), as microcápsulas de Biodritina, PFC-Biodritina e LN-Biodritina foram 

inseridas, com a ajuda de um cateter Jelco de calibre 14G. O peritônio e a pele foram 

suturados com os fios cirúrgicos CATGUT 5.0 e Nylon 6.0, respectivamente. Os animais 

receberam, ainda, uma injeção subcutânea de acepromazina 0,2% (Acepran, UNIVET), sendo 

mantidos em uma gaiola aquecida e observados até que já estivessem se movimentando e se 

alimentando normalmente. As microcápsulas foram recuperadas 7 e 30 dias pós-implante, 

após os animais serem anestesiados com cetamina e xilazina (como descrito anteriormente) e 

terem sido submetidos a um lavado peritoneal, com solução de NaCl 0,15 M aquecida a 37º 

C. Os camundongos foram sacrificados, ao final do procedimento, por “overdose” dos 

mesmos anestésicos.  

A análise de cápsulas escolhidas ao acaso foi comparativa em relação a uma 

observação pré-implante de 100 microcápsulas. A porcentagem das microcápsulas 

recuperadas foi obtida e as mesmas foram lavadas com NaCl 0,15 M e observadas ao 

microscópio de contraste de fase. Além da avaliação dos diâmetros de, pelo menos, 50 



42 

 

cápsulas escolhidas aleatoriamente, a presença de células aderidas à superfície das cápsulas 

(crescimento pericapsular) foi quantificada de acordo com a classificação da Tabela 2.  

Tabela 2: Classificação do crescimento pericapsular encontrado em microcápsulas recuperadas de 
camundongos Balb/C imunocompetentes 

Crescimento pericapsular 
Inexistente 

(cápsulas limpas) 
Moderado  

(< 25% da área afetada) 
Grave 

(25 a 75% da área afetada) 
Extremo 

(>75% da área afetada) 

 

3.9. Ensaios de cultivo de ilhotas microencapsuladas em condições de normóxia e 

hipóxia 

Para avaliar se as novas formulações de biomateriais, PFC-Biodritina e LN-Biodritina, 

seriam capazes de modular a expressão gênica e proteica de ilhotas pancreáticas 

microencapsuladas, um ensaio in vitro foi proposto. Como existe uma perda proeminente de 

ilhotas nos primeiros dias pós-isolamento, optou-se por observar o efeito da adição de PFC ou 

LN à Biodritina, num experimento de cultura de ilhotas encapsuladas por 48h. Cerca de 2.000 

ilhotas microencapsuladas, por condição, foram mantidas a 37º C em meio CMRL 1066 com 

10% SFB, em estufa com atmosfera de 5% de CO2. Em ensaios paralelos, para testar o efeito 

da oxigenação conferida pelo PFC, ilhotas encapsuladas nas formulações PFC-Biodritina e 

Biodritina (controle) foram mantidas no mesmo meio de cultura, por 48h, em atmosfera de 

hipóxia (cerca de 1% de O2), a 37º C. 

Para a realização do ensaio em hipóxia, utilizou-se um aparato que impedia a troca de 

gases entre a atmosfera da câmara interna e do meio externo (Figura 9). As garrafas de cultura 

com ilhotas microencapsuladas eram mantidas numa mistura de gases contendo 1% de O2, 5% 

de CO2 e 94% de N2. A concentração de O2 era monitorada 3 vezes ao dia com a ajuda de um 

oxímetro (Modelo DG-400, Instrutherm, São Paulo, Brasil) e, se necessário, a mistura de 

gases era novamente infundida na câmara. 



 

Figura 9: Representação esquemática da câmara de hipóxia utilizada nos 
microencapsuladas em atmosfera de 1% de O
 

3.9.1. Análise da expressão gênica

Ao final das 48h de cultura, as ilhotas encapsuladas dos ensaios de normóxia e hipóxia 

foram recolhidas, submetidas à extração de RNA total, seguid

e ensaios de qRT-PCR, como descrito anteriormente. Entretanto, os 

(Tabela 3) foram escolhidos para que se pudesse analisar fatores relacionados à apoptose, 

estresse celular e função das ilhotas. O gene de e

controle endógeno nesses experimentos.

Tabela 3: Sequência de primers

Genes Sequência 

bad 5´-CAGGCAGCCAATAACAGTCA

bax 5´-CAAGAAGCTGAGCGAGTGTC

caspase 3 5´-TGGACAGCAGTTACAAAATGGA

bcl-2 5´-ATGTGTGTGGAGAGCGTCAA

bcl-xL 5´-CAGACCCAGTGAGTGAGCAG

xiap 5´-GGCCAGACTATGCCCATTTA

hsp70 5´-TTGACAAGAGCATGGCAGTC

mcp-1 5´-AGTGTCCCAAAGAAGCTGTGATC

: Representação esquemática da câmara de hipóxia utilizada nos experimentos de cultura de ilhotas 
microencapsuladas em atmosfera de 1% de O2. 

Análise da expressão gênica 

Ao final das 48h de cultura, as ilhotas encapsuladas dos ensaios de normóxia e hipóxia 

foram recolhidas, submetidas à extração de RNA total, seguida da produção de fitas de cDNA 

PCR, como descrito anteriormente. Entretanto, os 

(Tabela 3) foram escolhidos para que se pudesse analisar fatores relacionados à apoptose, 

estresse celular e função das ilhotas. O gene de expressão constitutiva hprt

controle endógeno nesses experimentos. 

primers utilizados nos ensaios de normóxia e hipóxia 

Sequência Forward  Sequência 

CAGGCAGCCAATAACAGTCA-3’ 5´-TCCCTTCATCTTCCTCAGTCC

CAAGAAGCTGAGCGAGTGTC-3’ 5´-GAAGTTGCCGTCTGCAAACA

TGGACAGCAGTTACAAAATGGA-3’ 5´-GCGAGCTGACATTCCAGTG

ATGTGTGTGGAGAGCGTCAA-3’ 5´-ACAGTTCCACAAAGGCATCC

CAGACCCAGTGAGTGAGCAG-3’ 5´-CCGGTTGCTCTGAGACATTT

GGCCAGACTATGCCCATTTA-3’ 5´-CCACCACAACAAAAGCATTG

TTGACAAGAGCATGGCAGTC-3’  5´-AGTTGCCCACTGGATTAACG

AGTGTCCCAAAGAAGCTGTGATC-3’ 5´-TGTCCAGGTGGTCCATGGA
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experimentos de cultura de ilhotas 

Ao final das 48h de cultura, as ilhotas encapsuladas dos ensaios de normóxia e hipóxia 

a da produção de fitas de cDNA 

PCR, como descrito anteriormente. Entretanto, os primers utilizados 

(Tabela 3) foram escolhidos para que se pudesse analisar fatores relacionados à apoptose, 

hprt foi utilizado como 

Sequência Reverse 

TCCCTTCATCTTCCTCAGTCC-3’ 

GAAGTTGCCGTCTGCAAACA-3’ 

GCGAGCTGACATTCCAGTG-3’ 

ACAGTTCCACAAAGGCATCC-3’ 

CCGGTTGCTCTGAGACATTT-3’ 

CCACCACAACAAAAGCATTG-3’ 

AGTTGCCCACTGGATTAACG-3’ 

TGTCCAGGTGGTCCATGGA-3’ 
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ldh 5’-CACATGCCCAACAATGACTC-3’ 5’- TAATGGCGGCTCTCACTTCT-3’ 

insulina I 5´-CCCTAAGTGACCAGCTACAATCATAG-3’ 5´-TTTGACAAAAGCCTGGGCAGGCTT-3’ 

insulina II 5´-CTAAGTGACCAGCTACAGTCGGAA-3’ 5´-GGCTCCCAGAGGATGAGCAG-3’ 

hprt 5´-GCTGAAGATTTGGAAAGGTGT-3’ 5´-ACAGAGGGCCACAATGTGAT-3’ 

 

3.9.2. Análise de expressão proteica e ensaio de atividade de Caspase 3 

A partir dos resultados de modulação da expressão gênica, obtidos pelos ensaios de 

qRT-PCR, alguns genes associados à apoptose foram escolhidos para testes de Western 

Blotting, visando observar se uma modulação proteica desses fatores ocorria nesse período 

experimental. Para tal, o cultivo de ilhotas microencapsuladas, mantidas em atmosfera de 

normóxia e hipóxia, foi repetido. 

 Após 48h de cultura, as ilhotas pancreáticas foram transferidas para 

microtubos contendo solução de lise contendo inibidores de protease e de fosfatase (10 mM 

TRIS pH 7,5; 150 mM NaCl; 5 mM EDTA; 1 mM EGTA; 1 mM DTT; 1% NP-40; 0,1% 

SDS; 1% desoxicolato; 1 mM Na3VO4 ; 25 mM de NaF , phosphatase inhibitor mix (Sigma-

Aldrich) e protease inhibitor mix (GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido), a 4o C e 

quebradas mecanicamente. As amostras foram, então, centrifugadas a 20.000g por 30 

minutos. O sobrenadante, que corresponde ao extrato proteico, foi quantificado pelo método 

de Bradford (kit Bio Rad, Richmond, CA, Estados Unidos), utilizando-se albumina sérica 

bovina (BSA) para a curva-padrão, nas concentrações de 2,5 a 10µg/mL. As amostras foram 

aliquotadas e mantidas no freezer a -80° C até o momento da realização dos ensaios de 

Western Blotting. 

 Para os experimentos de Western Blotting, 100 µg de cada extrato proteico foram 

submetidos à eletroforese em gel de poliacrilamida sob condições desnaturantes (SDS-

PAGE). A malha de poliacrilamida variou entre 8 e 12%, dependendo da massa molecular da 
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proteína que se pretendia analisar, utilizando-se uma tensão de 90 V durante os primeiros 30 

minutos e 110 V durante as 2h subsequentes. O padrão proteico utilizado compreendia 

proteínas de massas moleculares de 5,7 a 170,8 kDa (Bench Mark, Invitrogen). As proteínas 

foram transferidas para membranas de nitrocelulose (Amershan-Hybond-P PVDF Membrane, 

GE Healthcare) por transferência úmida, em tampão de transferência (0,3% de Tris p/v, 

Glicina 1,44% p/v, SDS 0,1% v/v e metanol 20% v/v), sob 300 mA, a 4°C por 2 horas. As 

membranas foram bloqueadas incubando-as em solução de bloqueio (PBS contendo 5% de 

leite desnatado em pó ou BSA + 0,1% de Tween 20), a 4°C durante 18h. Após este período, 

as membranas foram lavadas com PBS contendo 0,1% de Tween 20, por 10 min (3 vezes), e 

incubadas overnight sob agitação, em geladeira, com anticorpo primário para as proteínas de 

interesse (Bcl-2, Bcl-XL, Bax e Xiap) (Cell Signaling, MA, Estados Unidos). Como controle, 

as membranas foram incubadas com um anticorpo monoclonal que reconhece a proteína de 

expressão constitutiva GAPDH (Santa Cruz, Estados Unidos), em solução de PBS + 0,1% 

Tween 20, na concentração de 1:200. Após esse período de incubação, as membranas foram 

lavadas 3 vezes, por 10 minutos cada, com PBS + 0,1% de Tween 20 e, então, incubadas por 

1h à temperatura ambiente, com anticorpo secundário apropriado, conjugado à peroxidase 

(Vector Laboratories, USA). Em seguida, as membranas foram lavadas por 10 minutos (2 

vezes) com PBS + 0,1% de Tween 20 e por 10 minutos com PBS e reveladas com o sistema 

quimioluminescente (kit ECL Plus, GE Healthcare). Entre dois experimentos de Western Blot 

que utilizaram a mesma membrana de nitrocelulose, foi feita uma fase de remoção dos 

anticorpos numa solução de stripping (SDS 2%; 62,5 mM Tris-HCl pH 6,8; 100 mM β-

mercaptoetanol), a 60° C, por 30 min. A membrana era lavada por 15 min em PBS, re-

incubada com solução de bloqueio para sítios inespecíficos, e, então, incubada com o novo 

anticorpo primário.  Após a revelação, a intensidade das bandas obtidas foi analisada por 

densitometria utilizando-se o programa ImageQuant (GE LifeSciences) e a expressão 
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diferencial foi analisada, através da diferença entre os valores das densitometrias dos 

anticorpos primários específicos e os valores de  GAPDH dos mesmos extratos 

proteicos. Finalmente, os valores de amostras provenientes de ilhotas microencapsuladas nas 

novas formulações contendo PFC e LN foram comparados ao valor encontrado para 

Biodritina. 

 A partir do extrato proteico já quantificado, realizou-se, ainda, a mensuração da 

atividade de Caspase 3, com o kit Caspase-3 Fluorimetric Assay (BioVision, CA, Estados 

Unidos), seguindo as especificações do fabricante. Os valores são expressos em relação à 

Biodritina.  

3.10. Ensaios de reversão do Diabetes Mellitus por ilhotas microencapsuladas e 

acompanhamento da eficácia do enxerto 

 Nestes experimentos, 750 ilhotas microencapsuladas em Biodritina, PFC-Biodritina ou 

LN-Biodritina foram infundidas na cavidade peritoneal de camundongos Balb/C 

imunocompetentes diabetizados, utilizando-se o mesmo protocolo para o implante de cápsulas 

vazias, descrito no item 3.8.2. Após o procedimento cirúrgico, a massa corporal e a glicemia 

foram monitoradas diariamente, na primeira semana, e semanalmente desde então. Os dados 

foram sempre obtidos na parte da manhã, sem jejum prévio. Durante todo o período que os 

animais mativeram os implantes, uma solução de Ringer-lactato foi administrada no sítio 

subcutâneo a cada sete dias. Animais diabetizados, que receberam somente cápsulas de 

Biodritina vazias (SHAM), e não diabetizados, formaram os grupos controle. Um grupo de 

animais diabéticos recebeu ilhotas não-encapsuladas para se evidenciar a eficiência do 

processo de microencapsulamento. Todos os grupos foram monitorados por cerca de 200 dias, 

quando o enxerto foi retirado. Em alguns casos, camundongos atingiram o óbito antes do fim 

do período experimental. Os animais eram considerados parte do experimento quando 



47 

 

mantinham a normoglicemia pós-implante por pelo menos 30 dias. Indivíduos que voltaram à 

hiperglicemia antes do primeiro mês pós-transplante foram retirados do ensaio e sacrificados 

em câmara de CO2. 

 Com o objetivo de se avaliar a função das ilhotas implantadas in vivo, foi realizado o 

teste oral de tolerância à glicose (TOTG) aos 60 e 100 dias pós-transplante. Para tanto, os 

camundongos foram mantidos em jejum nas 6 horas anteriores ao teste. Após este período, 

tiveram sua glicemia monitorada por punção da veia caudal e receberam, por gavagem, uma 

solução glicosada na dose 6g/Kg. Os animais tiveram suas glicemias mensuradas nos tempos 

15, 30, 45, 60, 90 e 120 minutos após a administração de glicose. Um grupo de animais não 

diabetizados serviu como controle do experimento. A maior parte dos dados obtidos é de 

camundongos normoglicêmicos. Entretanto, aos 100 dias após o transplante, alguns animais 

se apresentavam hiperglicêmicos, sendo analisados como grupos separados, de acordo com o 

tipo de microcápsula que receberam. 

 Para se confirmar a eficiência das ilhotas implantadas na manutenção da 

normoglicemia nos camundongos, o enxerto foi removido de alguns animais, os mesmos 

foram mantidos vivos e sua glicemia foi monitorada nos dias subsequentes. A recuperação das 

microcápsulas foi realizada por lavado peritoneal, como descrito no item 3.8.2., entretanto, 

optou-se pela anestesia inalatória com isofluorano. Exceto para um animal que recebeu ilhotas 

microencapsuladas com Biodritina e passou pela cirurgia de remoção do enxerto 35 dias pós-

transplante, todos os demais indivíduos tiveram as microcápsulas com ilhotas recuperadas 

após 200 dias. 

3.11. Análise das microcápsulas e das ilhotas pancreáticas recuperadas de animais 

transplantados 
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 As microcápsulas recuperadas, tanto de animais normoglicêmicos quanto 

hiperglicêmicos, foram analisadas de acordo com o inchaço e crescimento pericapsular 

apresentados. Após serem lavadas em NaCl 0,15M, as cápsulas foram observadas sob 

microscópio óptico. Os diâmetros de pelo menos 50 microcápsulas foram determinados e 

comparados com valores pré-implante. O crescimento pericapsular foi avaliado como 

“<50%”, quando ocupava menos da metade da área da cápsula, ou “>50%”, quando as 

cápsulas apresentavam mais células aderidas. 

 A função das ilhotas microencapsuladas explantadas foi avaliada in vitro, através de 

um teste estático de secreção de insulina estimulada por glicose, como detalhado no tópico 

3.4.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

4. Resultados 

4.1. Formulações de microcápsulas

 Microcápsulas de Biodritina, PFC

conforme especificado nos 

levaram à confecção de cápsulas similares em diâmetro e morfologia, como observado por 

microscopia óptica (Figura 1

uma coloração mais opaca, proveniente dos surfactantes utilizados em sua produção.

Figura 10: Diferentes formulações de microcápsulas utilizadas neste trabalho 
Biodritina e (C) LN-Biodritina 

4.2. Avaliação da estabilidade mecânica e térmica das 

Com o intuito de se avaliar se as duas novas formulações de microcápsulas apresentavam 

uma estabilidade desejável e compatível com aquela observada para Biodritina 

testes in vitro foram propostos. Em ensaios onde as microcápsulas foram incubadas sob 

diferentes temperaturas (37 ou 40

(150 RPM) ou, ainda, sob a interferência de todos estes fatores (teste “misto”), por períodos 

de tempo pré-determinados, todas as microcápsulas se mantiveram estáveis, apresentando 

um diâmetro igual ao inicial (Figura 11 

microcápsulas foram submetidas ao estresse osmótico, ao serem incubadas em água 

destilada, no teste denominado “explosivo”, houve um aumento significativo para todos os 

grupos, após os 15 minutos iniciais, o que se manteve após 30 

Formulações de microcápsulas 

Microcápsulas de Biodritina, PFC-Biodritina e LN-Biodritina foram produzidas 

conforme especificado nos Materiais e Métodos. As diferentes formulações de biomateriais 

levaram à confecção de cápsulas similares em diâmetro e morfologia, como observado por 

microscopia óptica (Figura 10), apesar das microcápsulas de PFC-Biodritina apresentarem 

opaca, proveniente dos surfactantes utilizados em sua produção.

: Diferentes formulações de microcápsulas utilizadas neste trabalho – 
 

Avaliação da estabilidade mecânica e térmica das microcápsulas

Com o intuito de se avaliar se as duas novas formulações de microcápsulas apresentavam 

uma estabilidade desejável e compatível com aquela observada para Biodritina 

foram propostos. Em ensaios onde as microcápsulas foram incubadas sob 

diferentes temperaturas (37 ou 40oC), em meio de cultura (RPMI + SFB 5%), s

(150 RPM) ou, ainda, sob a interferência de todos estes fatores (teste “misto”), por períodos 

determinados, todas as microcápsulas se mantiveram estáveis, apresentando 

um diâmetro igual ao inicial (Figura 11 – A, B, C e D). Entretanto, quando as diferentes 

microcápsulas foram submetidas ao estresse osmótico, ao serem incubadas em água 

destilada, no teste denominado “explosivo”, houve um aumento significativo para todos os 

grupos, após os 15 minutos iniciais, o que se manteve após 30 dias (Figura 
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Biodritina foram produzidas 

Materiais e Métodos. As diferentes formulações de biomateriais 

levaram à confecção de cápsulas similares em diâmetro e morfologia, como observado por 

Biodritina apresentarem 

opaca, proveniente dos surfactantes utilizados em sua produção. 

 
 (A) Biodritina, (B) PFC-

microcápsulas 

Com o intuito de se avaliar se as duas novas formulações de microcápsulas apresentavam 

uma estabilidade desejável e compatível com aquela observada para Biodritina (114), alguns 

foram propostos. Em ensaios onde as microcápsulas foram incubadas sob 

C), em meio de cultura (RPMI + SFB 5%), sob rotação 

(150 RPM) ou, ainda, sob a interferência de todos estes fatores (teste “misto”), por períodos 

determinados, todas as microcápsulas se mantiveram estáveis, apresentando 

to, quando as diferentes 

microcápsulas foram submetidas ao estresse osmótico, ao serem incubadas em água 

destilada, no teste denominado “explosivo”, houve um aumento significativo para todos os 

dias (Figura 11 – E).  
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Figura 11: Variação do diâmetro das diferentes microcápsulas submetidas aos seguintes testes (A) 
Temperatura – incubação de microcápsulas em NaCl a 37 ou 40oC, por por até 24h; (B) Cultura – 
microcápsulas mantidas em meio de cultura RPMI + 5% SFB, a 37oC, por 30 dias; (C) Rotacional – 
Microcápsulas em NaCl sob rotação (150 RPM), a 28oC, por 30 dias; (D) Misto – Microcápsulas incubadas 
em meio RPMI + 5% SFB, a 37oC, sob rotação (150 RPM), por até 30 dias; e (E) Explosivo – 
microcápsulas mantidas em água destilada por até 30 dias. Os resultados representam triplicatas 
experimentais ± EPM. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 referentes à medida inicial dos diâmetros (tempo 
0). 
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Para os três grupos, o inchaço das microcápsulas foi similar, entretanto, não foi 

observado um número relevante de cápsulas rompidas. 

4.3. Avaliação da biocompatibilidade das microcápsulas 

As diferentes formulações de microcápsulas foram avaliadas quanto à sua 

biocompatibilidade através de duas estratégias experimentais distintas. O primeiro teste 

utilizado foi baseado na coincubação de microcápsulas com macrófagos da linhagem 

RAW264.7 (Figura 12).  

 

 

 

Figura 12: Expressão gênica de (A) IL1β e (B) TNFα em cultura de macrófagos RAW264.7 (M), co-incubados 
com microcápsulas de Biodritina, PFC-Biodritina, LN-Biodritina e alginato comercial (SIGMA) por 3, 9 e 24h. 
LPS foi utilizado como controle positivo. Os dados estão normalizados com relação a macrófagos em cultura não 
co-incubados com nenhum dos biomateriais utilizados (controle, indicado pela linha tracejada). Hprt foi o gene 
de expressão constitutiva utilizado como referência. Os resultados representam triplicatas experimentais ± EPM. 
*p<0,05 referente ao controle. 
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Após períodos de 3, 9 e 24 horas, o RNA total dos macrófagos foi extraído, fitas de 

cDNA foram  obtidas e ensaios de qRT-PCR conduzidos com o intuito de se observar níveis 

de mRNA das citocinas inflamatórias IL1β e TNFα, indicadoras da ativação dessas células. 

LPS foi utilizado como controle positivo. Macrófagos em cultura, não incubados com 

microcápsulas, foram utilizados como controle negativo. Um alginato comercial (SIGMA), 

que não passa pelo mesmo processo de ultrapurificação do alginato comumente utilizado em 

nossos experimentos, foi testado. Nenhuma das três formulações de microcápsulas utilizadas 

estimulou a produção de mRNA de IL1β ou TNFα, nos períodos de tempo de cultura 

observados. Entretanto, o alginato comercial da SIGMA estimulou a expressão gênica de 

ambas as citocinas após 24h de cultura. 

No segundo teste, após serem implantadas na região intra-peritoneal de camundongos 

Balb/C, as microcápsulas de Biodritina, PFC-Biodritina e LN-Biodritina foram resgatadas 

através de lavado peritoneal, 7 e 30 dias pós-implante. O primeiro parâmetro avaliado foi a 

recuperação das microcápsulas (Figura 13), não havendo diferenças estatísticamente 

significativas entre a quantidade média (cerca de 85%) obtida para cada grupo. 
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Figura 13: Porcentagem de recuperação das microcápsulas, através de lavado peritoneal, 7 e 30 dias após o 
implante. Não houve diferença significativa entre os grupos. Os resultados representam triplicatas 
experimentais ± EPM. 
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Em seguida, através de microscopia óptica, analisou-se a abrangência do crescimento 

pericapsular encontrado (Figura 14). 

Figura 14: Exemplos de microcápsulas recuperadas para o experimento de biocompatibilidade – (A) 
limpas, (B) crescimento pericapsular moderado, (C) crescimento pericapsular grave, (D) crescimento 
pericapsular extremo. As setas indicam locais afetados. 
 

Cerca de 70% das microcápsulas analisadas foram consideradas livres de células 

aderidas em sua superfície (Figuras 14A e 15A) e em torno de 25 a 30% apresentavam um 

crescimento pericapsular “moderado”, ocupando menos de 25% de sua área (Figuras 14B e 

15B). Somente cerca de 5% de todas as microcápsulas analisadas apresentavam um 

crescimento pericapsular “grave” (entre 25 e 75% da área) (Figura 14C) ou “extremo” (Figura 

14D), no qual mais de 75% da área foi atingida. 

Figura 15: Porcentagem de microcápsulas recuperadas limpas (A) ou apresentando crescimento pericapsular 
moderado (B), 7 e 30 dias após o implante. Não houve diferença significativa entre os grupos. Os resultados 
representam triplicatas experimentais ± EPM 

 

Finalmente, realizou-se a medida dos diâmetros das cápsulas recuperadas e constatou-

se que houve um aumento significativo observado para os três grupos, já aos 7 dias pós-

implante, que se manteve após 30 dias (Figura 16). O inchaço das microcápsulas representa 
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um aumento de cerca de 50% no diâmetro das mesmas, não havendo diferença entre os 

biomateriais testados. 

 

Figura 16: Aumento no diâmetro das microcápsulas recuperadas, 7 e 30 dias após o implante. As três 
formulações testadas demonstraram resultados similares. Não houve diferença significativa entre os três grupos 
testados. Os resultados representam triplicatas experimentais ± EPM. **p<0,01, ***p<0,001 referentes à 
medida inicial dos diâmetros (tempo 0). 
 

4.4. Ensaio in vitro de funcionalidade de ilhotas pancreáticas isoladas 

Antes de iniciar os experimentos com ilhotas, a função dessas células foi avaliada em 

experimentos de liberação de insulina frente ao estímulo de glicose. Cerca de 1.000 ilhotas de 

rato, recém-isoladas, foram incubadas por 1h, em meio RPMI-1640 sem soro, inicialmente em 

baixa concentração de glicose (2,8 mM) e, logo em seguida, em alta (16,7 mM). A dosagem 

da insulina liberada no meio de cultura foi feita pelo ensaio de RIA, conforme descrito em 

Materiais e Métodos, item 3.3. Foram realizados três experimentos independentes, com 

preparações de ilhotas não microencapsuladas. Os resultados, apresentados como índice de 

liberação de insulina (Figura 17), mostram um aumento de, no mínimo, 2x na secreção desse 

hormônio na presença de uma alta concentração de glicose.  
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Figura 17: Índice de estímulo de secreção de insulina por ilhotas nuas recém
baixa (2,8 mM) e alta (16,7 mM) 
experimento independente ± EPM.

 

4.5. Expressão gênica, ao nível de RNA e proteínas, de ilhotas microencapsuladas e 

cultivadas em condições de normóxia e hipóxia

 Após a avaliação da estabilidade e biocompatibilidade das novas formulações de 

microcápsulas, experimentos 

foram propostos, com o objetivo de se analisar uma possível modulação da expressão 

diferencial de genes e proteínas associados à apoptose, estresse e função celular. 

Figura 18: Ilhotas microencapsuladas com diferentes formulações, observadas sob microscópio óptico no 
aumento de 40x 
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: Índice de estímulo de secreção de insulina por ilhotas nuas recém-isoladas após incubação com 
baixa (2,8 mM) e alta (16,7 mM) concentração de glicose. Cada barra representa a média da triplicata de um 

o independente ± EPM. 

Expressão gênica, ao nível de RNA e proteínas, de ilhotas microencapsuladas e 

cultivadas em condições de normóxia e hipóxia 

Após a avaliação da estabilidade e biocompatibilidade das novas formulações de 

microcápsulas, experimentos in vitro com ilhotas pancreáticas microencapsuladas (Figura 18) 

foram propostos, com o objetivo de se analisar uma possível modulação da expressão 

diferencial de genes e proteínas associados à apoptose, estresse e função celular. 

microencapsuladas com diferentes formulações, observadas sob microscópio óptico no 

Os resultados descritos abaixo referem-se a ilhotas pancreáticas encapsuladas 

mantidas em cultura em condições de normóxia (21% O2) e hipóxia (1% O
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de glicose. Cada barra representa a média da triplicata de um 

Expressão gênica, ao nível de RNA e proteínas, de ilhotas microencapsuladas e 

Após a avaliação da estabilidade e biocompatibilidade das novas formulações de 

com ilhotas pancreáticas microencapsuladas (Figura 18) 

foram propostos, com o objetivo de se analisar uma possível modulação da expressão 

diferencial de genes e proteínas associados à apoptose, estresse e função celular.  

 

microencapsuladas com diferentes formulações, observadas sob microscópio óptico no 

se a ilhotas pancreáticas encapsuladas 

) e hipóxia (1% O2) nas primeiras 48 
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horas pós-isolamento destas células. Ensaios de qRT-PCR foram realizados com amostras de 

ilhotas microencapsuladas com Biodritina, PFC-Biodritina e LN-Biodritina. A expressão de 

genes relacionados à apoptose (pró-apoptóticos bad, bax e caspase3 / antiapoptóticos bcl2, 

bcl-XL e xiap), estresse (hsp70, mcp1/ccl2 e lactato desidrogenase - ldh) e função das ilhotas 

(insulina I e II) foi analisada (Figura 19).  

 

 

Figura 19: Expressão de genes relacionados à apoptose, estresse e função celular em amostras de ilhotas 
pancreáticas microencapsuladas com diferentes formulações de biomaterial e mantidas em cultura em (A) 
normóxia ou (B) hipóxia por 48 horas. Os resultados representam triplicatas experimentais ± EPM. A expressão 
gênica foi normalizada em relação ao controle Biodritina (linha tracejada). Hprt foi o gene de expressão 
constitutiva utilizado como referência.  *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001.  

 

De maneira geral, na condição de normóxia (Figura 19A), na qual as novas 

formulações PFC-Biodritina e LN-Biodritina foram testadas frente à Biodritina, pode-se 
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observar um aumento na expressão de genes antiapoptóticos e de insulinas I e II, assim como 

uma diminuição na expressão de genes pró-apoptóticos e relacionados a estresse. As duas 

exceções que fogem a esse padrão são ldh e insulina II, em ilhotas microencapsuladas com 

LN-Biodritina. 

 Já na condição de hipóxia, somente a nova formulação contendo PFC foi comparada à 

Biodritina, pois a mesma está associada a um aumento na oxigenação das microcápsulas. A 

Figura 19B mostra resultados similares ao encontrado no ensaio de normóxia, exceto para os 

níveis de mRNA de caspase3 e xiap, que antagonizam o resultado previamente obtido. 

A partir da análise dos resultados de qRT-PCR, três proteínas associadas ao processo 

de apoptose foram selecionadas para ensaios de Western Blotting: Bax, Bcl-XL e Xiap. Nos 

ensaios realizados em condição de normóxia, somente ilhotas microencapsuladas com LN-

Biodritina foram eficientes na modulação proteica diferencial, induzindo um aumento nos 

níveis das proteínas antiapoptóticas Bcl-XL e Xiap (Figura 20A).  

  

Figura 20: Expressão de proteínas relacionadas ao processo de apoptose em amostras de ilhotas pancreáticas 
microencapsuladas com diferentes formulações de biomaterial e mantidas em cultura em (A) normóxia ou (B) 
hipóxia por 48 horas. Os resultados representam triplicatas experimentais ± EPM. A expressão gênica foi 
normalizada em relação ao controle Biodritina (linha tracejada). GAPDH foi a proteína de expressão constitutiva 
utilizada como referência. *p<0,05 
 

Em contrapartida, ilhotas encapsuladas com PFC-Biodritina, nos ensaios de hipóxia, 

apresentaram níveis reduzidos da proteína pró-apoptótica Bax (Figura 20B). 
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Além disto, a atividade de Caspase 3 foi mensurada, por um ensaio colorimétrico, a 

partir de uma alíquota das mesmas amostras de extrato proteico de ilhotas microencapsuladas, 

utilizadas nos ensaios de Western Blotting. A Figura 21 mostra que não houve diferença 

significativa na atividade de Caspase 3 entre os três grupos testados, tanto nos ensaios de 

normóxia (Figura 21A) quanto nos de hipóxia (Figura 21B). 

 

Figura 21: Mensuração da atividade de Caspase 3 em amostras de ilhotas pancreáticas microencapsuladas com 
diferentes formulações de biomaterial e mantidas em cultura em (A) normóxia ou (B) hipóxia por 48 horas. Os 
resultados representam triplicatas experimentais ± EPM. Os valores de atividade enzimática foram normalizados 
em relação ao controle Biodritina. 
 

4.6. Reversão do Diabetes Mellitus em camundongos através do transplante de 

ilhotas pancreáticas microencapsuladas 

Com o objetivo de se estabelecer se as novas formulações de microcápsulas, PFC-

Biodritina e LN-Biodritina, oferecem maiores benefícios às ilhotas pancreáticas 

transplantadas, quando comparadas ao biomaterial-base Biodritina, ensaios de reversão do 

diabetes mellitus foram realizados. Para tal, camundongos Balb/C diabetizados quimicamente 

foram transplantados com 750 ilhotas microencapsuladas em cada um dos biomateriais de 

interesse. O grupo de animais diabetizados SHAM recebeu somente cápsulas vazias de 

Biodritina e foi utilizado como controle negativo. Um grupo de animais recebeu ilhotas não 

encapsuladas (ilhotas nuas) e foi mantido para que se evidenciasse a eficiência da utilização 
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do microencapsulamento na proteção do enxerto. Por fim, camundongos não diabetizados 

foram mantidos para comparação com os demais grupos tratados. 

O acompanhamento dos camundongos envolveu tanto a avaliação de sua massa 

corpórea quanto de sua glicemia. Os animais que receberam ilhotas microencapsuladas 

conseguiram manter um ganho de peso similar ao do grupo não-diabetizado (Figura 22). Já os 

animais transplantados com ilhotas nuas apresentaram um ganho de massa corporal 

equivalente ao grupo SHAM, a partir do dia 20 pós-transplante, e se mantiveram assim até 

serem sacrificados ou atingirem o óbito. Durante todo o período experimental, não houve 

diferença de peso entre os animais que receberam os três biomateriais testados. 

 

Figura 22: Acompanhamento de ganho de massa corporal em camundongos Balb/C transplantados com ilhotas 
nuas ou microencapsuladas em Biodritina, PFC-Biodritina e LN-Biodritina, por até 200 dias pós-transplante. O 
grupo SHAM recebeu cápsulas de Biodritina vazias. Animais não diabetizados foram usados como controles. 
Cada ponto representa a média do número de animais testados ± EPM. 
 

As análises dos níveis glicêmicos (Figura 23A) mostraram que todos os grupos que 

receberam transplante de ilhotas pancreáticas microencapsuladas atingiram a normoglicemia 

nos dias subsequentes à cirurgia, independente do tipo de biomaterial envolvido. Já o grupo 

transplantado com ilhotas nuas não apresentou variação significativa em seus níveis 

glicêmicos, mantendo-se similar ao controle SHAM por todo o período experimental. No 

gráfico da Figura 23A, as diferenças entre os animais que receberam as distintas formulações 
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de microcápsulas tornam-se visíveis somente por volta de 150 dias pós-transplante, quando é 

possível afirmar que o biomaterial LN-Biodritina consegue manter o enxerto funcional por 

um período mais longo que os demais, como observado pelos níveis glicêmicos mais baixos.  

 

 

Figura 23: (A) Acompanhamento da glicemia de camundongos Balb/C transplantados ilhotas nuas ou 
microencapsuladas com Biodritina, PFC-Biodritina e LN-Biodritina, por até 200 dias pós-transplante. O grupo 
SHAM recebeu cápsulas de Biodritina vazias. Animais não diabetizados foram usados como controles. Cada 
ponto representa a média de animais testados ± EPM. (B) Quantidade de animais normoglicêmicos ao longo 
200 dias pós-transplante. Cada ponto representa a porcentagem de camundongos que apresentavam glicemia 
abaixo de 200mg/dL. **p<0,01 
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Na Figura 23B são apresentados somente os dados relativos aos grupos transplantados 

com ilhotas microencapsuladas nas formulações de interesse, porém, de maneira mais clara, 

através de um gráfico de Kaplan-Meyer, que, neste caso, avalia a variação na quantidade de 

animais normoglicêmicos ao longo do tempo. Após 198 dias do transplante, 60% dos 

camundongos do grupo LN-Biodritina apresentaram níveis glicêmicos desejáveis, frente a 

somente 11% e 9% dos grupos PFC-Biodritina e Biodritina, respectivamente. 

A diferença entre animais normoglicêmicos, transplantados ou controles, e 

hiperglicêmicos foi visível desde a primeira semana pós-diabetização, como demonstrado na 

Figura 24. 

 

Figura 24: Fotos demonstrativas de camundongos (A) diabético hiperglicêmico e (B) transplantado 
normoglicêmico. 

 

Durante todo o período dos experimentos de reversão do Diabetes Mellitus, o 

acompanhamento da glicemia foi essencial para o monitoramento da funcionalidade das 

ilhotas microencapsuladas transplantadas. Entretanto, para se obter uma análise mais refinada 

do comportamento funcional do enxerto, foram realizados testes orais de tolerância à glicose 

(TOTG) em torno de 60 e 100 dias pós-transplante (Figura 25), tanto em animais que 

receberam ilhotas encapsuladas, quanto nos grupos SHAM e de animais não diabetizados. 

Não houve diferenças significativas entre os grupos Biodritina, PFC-Biodritina e LN-

Biodritina. Contudo, camundongos que receberam ilhotas encapsuladas na formulação 

contendo LN apresentaram níveis glicêmicos mais baixos que o controle não diabético, nos 
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dois testes realizados (Figura 25A e B). O grupo PFC-Biodritina apresentou esse mesmo 

padrão no TOTG realizado 100 dias pós-transplante (Figura 25B). 

 

 

 

Figura 25: Teste oral de tolerância à glicose realizado em camundongos Balb/C, transplantados com ilhotas 
microencapsuladas com as formulações de Biodritina, PFC-Biodritina e LN-Biodritina, após (A) 60 e (B e C) 
100 dias pós-implante. As setas sólidas indicam os pontos onde o grupo LN-Biodritina foi significativamente 
diferente do controle não-diabético. As setas tracejadas indicam os pontos onde tanto o grupo LN-Biodritina 
quanto o PFC-Biodritina diferem do controle não diabetizado. Cada ponto representa a média do número de 
animais testados ± EPM. Para todas as diferenças citadas, p<0,05.  
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A Figura 25C mostra a variação na glicemia de camundongos transplantados com 

ilhotas microencapsuladas com Biodritina ou LN-Biodritina, mas que se apresentavam 

hiperglicêmicos no momento do teste (100 dias pós-transplante). As curvas observadas para 

ambos os grupos são similares à do controle diabético SHAM. 

Para a confirmação de que a normoglicemia apresentada pelos camundongos, pós-

transplante, era mantida pelas ilhotas microencapsuladas implantadas e não por uma possível 

regeneração do pâncreas endócrino, alguns enxertos foram retirados, através de lavado 

peritoneal, os respectivos animais foram mantidos vivos e sua variação glicêmica 

acompanhada nas semanas subsequentes. A Figura 26 mostra que, após a retirada das ilhotas 

microencapsuladas, todos os camundongos voltaram a apresentar hiperglicemia. 
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Figura 26: Variação da glicemia de camundongos transplantados com ilhotas microencapsuladas em (A) 
Biodritina, (B) PFC-Biodritina e (C) LN-Biodritina antes e após a retirada das microcápsulas por lavado 
peritoneal. A linha tracejada indica a variação dos níveis glicêmicos pós-recuperação do enxerto. Cada ponto 
representa a média do número de animais testados ± EPM 
 

4.7. Análise de microcápsulas e ilhotas recuperadas de animais normoglicêmicos e 

hiperglicêmicos 

A recuperação do enxerto dos animais transplantados permitiu uma reavaliação das 

microcápsulas implantadas e das ilhotas nelas contidas. As análises foram realizadas em 

termos de animais que estavam normoglicêmicos ou hiperglicêmicos, já que a variação 

encontrada entre os grupos que receberam diferentes formulações de cápsulas era muito 

grande e o número de animais por grupo, muitas vezes, não permitia análises estatísticas. 

A porcentagem de recuperação das microcápsulas está demonstrada na Figura 27 e 

representa o que foi obtido através do lavado peritoneal. Nos animais normoglicêmicos, 

realizou-se uma lavagem intraperitoneal mais rápida, tomando-se todo o cuidado no manuseio 

dos camundongos, já que os mesmos estavam sob anestesia inalatória e deveriam ser 

mantidos vivos. Já para o grupo hiperglicêmico, o procedimento foi realizado em animais 

recém-sacrificados, o que permitiu uma ampla laparotomia ventral e um número maior de 

lavagens. Entretanto, não houve diferença significativa entre os dois grupos. A porcentagem 

de microcápsulas recuperadas também não difere daquela encontrada para cápsulas vazias, 
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nos experimentos de biocompatibilidade (Figura 13), após 7 ou 30 dias pós-implante das 

mesmas. 

 

Figura 27: Porcentagem de recuperação das microcápsulas de camundongos Balb/C transplantados, 
normoglicêmicos e hiperglicêmicos. Não houve diferença significativa entre os grupos. Cada barra representa a 
média do número de animais avaliados ± EPM 

 

O diâmetro das microcápsulas foi analisado (Figura 28) para se avaliar se ocorreu 

inchaço in vivo, como observado nas microcápsulas dos testes de biocompatibilidade (Figura 

16). Contudo, apesar de terem sido encontradas microcápsulas evidentemente maiores, 

principalmente no grupo normoglicêmico, esse não foi um padrão visto em todos os animais. 

Sendo assim, na compilação dos dados, não foi encontrada diferença estatística para a medida 

do diâmetro das cápsulas transplantadas. 

 

Figura 28: Razão de aumento no diâmetro das microcápsulas recuperadas de camundongos Balb/C 
transplantados, normoglicêmicos ou hiperglicêmicos. Não houve diferença significativa entre os grupos. Cada 
barra representa a média do número de animais avaliados ± EPM.  
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A análise do crescimento pericapsular das microcápsulas recuperadas (Figura 29) 

mostrou que cerca de 65% das estruturas analisadas, no grupo de animais hiperglicêmicos, 

apresentava mais da metade da área tomada por células aderidas (>50%). Para o grupo 

normoglicêmico, a porcentagem ficou em torno de 40%, mostrando que a manutenção de 

níveis glicêmicos abaixo de 200mg/dL tem influência direta na intensidade do crescimento 

pericapsular encontrado nas cápsulas enxertadas. Esse padrão difere consideravelmente do 

encontrado nos experimentos de biocompatibilidade (Figura 15), evidenciando o impacto que 

as ilhotas encapsuladas e o tempo de transplante desempenham neste processo. 

 

 
Figura 29: Crescimento pericapsular em microcápsulas recuperadas de camundongos Balb/C transplantados, 
normoglicêmicos ou hiperglicêmicos. (A) Porcentagem de cápsulas apresentando <50% ou >50% de células 
aderidas em sua superfície. Cada barra representa a média do número de animais avaliados ± EPM. *p<0,05. 
Micrografias de cápsulas classificadas como >50% (B) e <50%  (C) de acordo com a intensidade do 
crescimento pericapsular observado. 
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As ilhotas presentes nas cápsulas recuperadas foram avaliadas quanto à sua 

funcionalidade, frente ao teste de liberação de insulina em resposta a estímulo de glicose 

(Figura 30). O índice de liberação de insulina encontrado não foi diferente entre os grupos 

normoglicêmico e hiperglicêmico. Entretanto, somente ilhotas microencapsuladas obtidas de 

animais normoglicêmicos apresentaram uma secreção de insulina significativamente 

aumentada, quando estimuldas com alta concentração de glicose, o que sugere que tais células 

foram capazes de manter uma resposta funcional mais preservada, quando comparadas ao 

grupo hiperglicêmico.  

 

Figura 30: Índice de estímulo de secreção de insulina por ilhotas microencapsuladas recuperadas de 
camundongos Balb/C transplantados, normoglicêmicos ou hiperglicêmicos, após incubação com baixa (2,8 
mM) e alta (16,7 mM) concentração de glicose. Cada barra representa a média do número de animais avaliados 
± EPM. *p<0,05 em relação à baixa de glicose (linha pontilhada). 
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5. Discussão 

Apesar da simplicidade do conceito do microencapsulamento celular, o progresso 

observado, neste campo, nas últimas décadas não atendeu às expectativas. Ilhotas 

encapsuladas apresentam um desempenho in vivo bem inferior aquele desejado, graças a uma 

biocompatibilidade duvidosa, imunoproteção limitada e comprometimento da viabilidade e 

função celulares por fatores como hipóxia e perda do suporte da MEC. Nos estudos aqui 

apresentados, procurou-se diminuir o estresse sobre as ilhotas pancreáticas 

microencapsuladas, através da utilização de polímeros inovadores (PFC-Biodritina e LN-

Biodritina) (Figura 10), visando atingir uma maior sobrevivência e funcionalidade destas 

células e, consequentemente, ampliar o sucesso obtido no transplante. 

Conforme mencionado anteriormente, o biomaterial Biodritina já foi objeto de estudo 

em nosso laboratório, tendo sido o foco de uma tese de Doutorado (114), na qual passou por 

uma série de ensaios que estabeleceram, entre outros parâmetros, o tipo de alginato ideal, 

assim como sua concentração (60% G, 1,2% alginato), o íon de polimerização mais adequado 

(Ba+2), além de comparar a estabilidade, biocompatibilidade e aplicação das microcápsulas de 

Biodritina com as formulações mais utilizadas na literatura. Trata-se de um material adequado 

ao transplante experimental de ilhotas e, sendo assim, foi utilizado como base para a geração 

de novos biomateriais, que possam adicionar vantagens àquelas já conferidas pela Biodritina. 

5.1. Estabilidades térmica e mecânica das microcápsulas 

A estabilidade das cápsulas de alginato e a prevenção da sua ruptura são parâmetros 

importantes para a função apropriada do transplante de ilhotas microencapsuladas. Diversas 

variáveis afetam a força mecânica e a durabilidade destas estruturas, como o cátion utilizado 

no cross-linking das cadeias do polímero e a taxa de ácidos manurônico e gulurônico (130; 

131). Uma barreira significativa na utilização do alginato para o microencapsulamento celular 

é o fenômeno do inchaço capsular, que pode, em última instância, levar a desintegração do 
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polímero e à rápida destruição das células em seu interior. Em cápsulas vazias, este processo 

está associado ao aumento da higroscopia no interior do material, em parte causado pelos 

cátions não-quelados. Outro fator que colabora para o inchaço é a troca química que ocorre 

entre o cátion utilizado na polimerização e o Na+ presente nas soluções salinas de lavagem e 

de estocagem das cápsulas, o que acaba por diminuir a interação entre as cadeias de alginato 

(131-134). Os testes de estabilidade aplicados nesta tese são comumente utilizados para a 

análise de microcápsulas (130-132; 135-140), englobando alguns parâmetros que poderiam 

ser encontrados in vitro e in vivo, como a faixa de temperatura escolhida, o meio de cultura ou 

salina e o estresse relacionado a choques mecânicos. 

A Figura 11 (A, B, C e D) mostra que não houve variação do tamanho das 

microcápsulas em experimentos onde as mesmas foram submetidas a diferentes temperaturas, 

meio de cultura ou salina e estresse rotacional. A quantidade de estruturas rompidas também 

não foi diferente da inicial. As microcápsulas utilizadas são produzidas a partir de um alginato 

contendo 60% de G e gelificadas na presença de Ba+2, parâmetros associados à produção de 

um biomaterial mais estável e menos propenso a rupturas (132; 138). Tradicionalmente, o 

cátion Ca+2 tem sido usado no encapsulamento celular. Entretanto, cápsulas polimerizadas 

com Ca+2 são mais sensíveis a agentes quelantes, como fosfato e citrato, e agentes não-

gelificantes, como íons Na+ e Mg+2, e acabam por apresentar um inchaço pronunciado ao 

serem submetidas a  testes de estabilidade na presença de soluções fisiológicas ou meio de 

cultura (138). Para aumentar a estabilidade e reduzir a permeabilidade de tais cápsulas, uma 

camada de policátions é normalmente adicionada (PLL ou PLO). Contudo, apesar dos bons 

resultados obtidos com PLO, vários estudos mostraram que a adição de PLL é tóxica para as 

células (86; 141; 142), induzindo o recrutamento de células do sistema imune e um rápido 

crescimento pericapsular fibrótico. Sendo assim, acreditamos que os bons resultados de 
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estabilidade obtidos aqui refletem uma escolha adequada do alginato e do íon de 

polimerização. 

Já no teste “Explosivo”, no qual cápsulas são mantidas sob estresse osmótico, em água 

destilada, houve um grande aumento no diâmetro, em torno de 30%, já observado após 15 

minutos do ensaio e mantido após 30 dias (Figura 11E). Ensaios como este são comuns e 

tentam mostrar a resistência do biomaterial a um estresse que, na maioria das vezes, leva ao 

rompimento das estruturas. Quanto maior a absorção de água, menor a interação entre as 

cadeias de alginato e maior a instabilidade do polímero (131). Entretanto, o inchaço das 

microcápsulas não se correlacionou com um aumento na porcentagem de quebra das mesmas.  

Estes ensaios foram importantes para avaliar a resistência das microcápsulas durante 

os processos de produção e manipulação, assim como para prever o comportamento das 

estruturas após o implante. Tais resultados sugerem que as formulações utilizadas apresentam, 

in vitro, uma ótima resistência aos testes de estabilidade, associada a uma elasticidade 

desejável. A adição de PFC ou LN não alterou o resultado de qualquer um dos experimentos, 

mostrando que as novas formulações apresentam o mesmo comportamento encontrado para as 

microcápsulas de Biodritina. 

5.2. Biocompatibilidade das microcápsulas 

A membrana utilizada no encapsulamento celular deve ser biocompatível e não 

estimular a ativação imune no organismo receptor ou nas células em seu interior. A 

biocompatibilidade dos materiais reflete uma série de características que influenciam o 

sucesso do enxerto (143; 144). Idealmente, as microcápsulas não devem gerar reação tecidual 

fibrótica, ativar macrófagos ou estimular a liberação de citocinas e agentes citotóxicos (145; 

146). Além disto, o biomaterial deve apresentar características de permeabilidade desejáveis e 

deve ser quimicamente estável e fisicamente durável, para suportar o ambiente in vivo (74). 

Apesar da influência da composição do alginato (proporções de G e M) ter sido bastante 
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discutida, estudos abrangendo várias composições deste polímero mostraram que o seu grau 

de pureza é o que realmente importa (147). 

5.2.1. Ensaio de biocompatibilidade in vitro: coincubação de microcápsulas e 

macrófagos 

Para atestar a biocompatibilidade das microcápsulas utilizadas, um teste de co-

incubação de cápsulas vazias e macrófagos, já descrito e validado por Juste e colaboradores, 

foi utilizado (141). Macrófagos residentes da cavidade peritoneal podem ser facilmente 

ativados por impurezas presentes nos materiais utilizados para encapsulamento de células, 

liberando uma variedade de agentes citotóxicos, como citocinas e óxido nítrico (102). 

Especificamente, a resposta dos macrófagos ocorre num período inicial, logo após o 

transplante das ilhotas microencapsuladas, e as citocinas inflamatórias liberadas, IL1-β e 

TNF-α, estão diretamente associadas à apoptose e necrose do enxerto (148; 149). Dessa 

maneira, este estudo in vitro visava observar o efeito tanto da purificação do biomaterial 

utilizado, como da adição de PFC e LN à Biodritina. Não foram utilizados macrófagos 

retirados do sítio intraperitoneal, visto que outros relatos demonstraram que tais células são 

ativadas pelas simples lavagens e manuseio a que são submetidas, gerando uma grande 

variabilidade nos experimentos (101; 141). Sendo assim, a linhagem RAW264.7 de 

macrófagos murinos foi escolhida para estes ensaios, por não ser tão reativa durante o cultivo 

e a manipulação, sendo, porém, capazes de secretar níveis consistentes de citocinas pós-

ativação. 

A Figura 12 mostra que nenhuma das formulações testadas, a não ser as 

microcápsulas de alginato da SIGMA, estimularam a expressão gênica das citocinas IL-1β ou 

TNF-α. Como este alginato não passa pelo processo de ultrapurificação, comum para os 

demais polímeros utilizados, este é um efeito direto da presença de impurezas sobre a ativação 

dos macrófagos. Cápsulas contendo PFC ou LN não induziram uma resposta diferenciada, 
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quando comparadas ao biomaterial Biodritina, mostrando que tais substâncias não afetam a 

biocompatibilidade do material testado.  

Neste ensaio, foi analisada somente a expressão gênica das citocinas em questão. 

Sabe-se que podem ocorrer discrepâncias entre os níveis de mRNA transcritos e a real 

tradução, secreção e atuação das proteínas. Não só o mRNA pode ser degradado, ou mantido 

em pools intracelulares, como a função das proteínas resultantes ainda pode ser regulada, por 

modificações pós-traducionais ou pela presença de inibidores. Dessa maneira, o teste usado 

não pretende inferir sobre o impacto que tais citocinas possam exercer, mas é uma maneira de 

avaliar a ativação dos macrófagos frente aos biomateriais testados. Testes semelhantes já 

foram utilizados em ensaios contendo microcápsulas vazias ou, ainda, ilhotas 

microencapsuladas, sendo considerados bons indicadores para uma análise geral do estado do 

biomaterial que será implantado (101; 102). 

5.2.2. Ensaio de biocompatibilidade in vivo: implante de microcápsulas na cavidade 

peritoneal de camundongos Balb/C imunocompetentes 

Nossos experimentos de biocompatibilidade in vivo visaram avaliar a recuperação de 

cápsulas, após 7 e 30 dias do implante, assim como o crescimento pericapsular exibido e o 

inchaço do material (Figuras 13, 14, 15 e 16). A porcentagem média de microcápsulas 

resgatadas através do lavado peritoneal ficou em torno de 85% (Figura 13). A maior parte das 

estruturas estava solta no sítio intraperitoneal, tendo sido facilmente recuperada. Entretanto, 

uma análise mais cuidadosa dos animais revelou algumas cápsulas presas ao omento e ao 

fígado, como já observado por outros grupos (79; 90). Na literatura, é possível encontrar 

experimentos nos quais a recuperação de cápsulas é próxima ou igual a 100%. Porém, em 

muitos relatos não há uma contagem adequada do número de estruturas implantadas, mas sim 

do volume de biomaterial inserido (79; 89; 90; 103). Considerando-se que o alginato está 

propenso ao inchaço, no ambiente in vivo, e que a medida de volume é geralmente baseada 
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em parâmetros visuais, acreditamos que a técnica utilizada por boa parte dos grupos não seja 

uma análise adequada. Sendo assim, uma comparação direta com nossos resultados não é 

possível.  

Para alguns dos animais utilizados nos ensaio de biocompatibilidade, a análise da 

cavidade peritoneal, na busca pelas microcápsulas, foi frutífera e todas as estruturas foram 

encontradas. Entretanto, para outros camundongos, até 10% das cápsulas implantadas não 

foram recuperadas. Um parâmetro observado durante o manuseio deste biomaterial é a 

fragilidade do mesmo, pós-ensaios in vivo. Devido ao número variável de microcápsulas que 

se romperam durante as lavagens pré-análises, a avaliação do número de cápsulas quebradas, 

não pôde ser realizada. 

A análise das microcápsulas recuperadas mostrou que cerca de 70% destas estruturas 

apresentavam-se livres de crescimento pericapsular. Em 25 a 30% foi encontrada uma adesão 

celular moderada, com menos de 25% da sua área afetada (Figura 15). Uma análise de 

trabalhos publicados por alguns grupos mostra que é possível obter de 80 a 100% de cápsulas 

limpas em experimentos que variam de poucas semanas até um ano após o implante (41; 79; 

88-90). Até mesmo com a Biodritina, em experimentos prévios em nosso laboratório, obteve-

se uma porcentagem de 99% de estruturas livres de adesão celular (114). A razão desta 

mudança observada para a biocompatibilidade da Biodritina ainda não é clara, mas alguns 

fatores devem ser considerados. A primeira diferença entre as cápsulas de Biodritina do 

presente trabalho e das já descritas anteriormente é o seu tamanho. As cápsulas obtidas 

anteriormente variavam em torno de 600 a 700 µm em diâmetro, enquanto as descritas neste 

trabalho estão em torno de 700 a 1.000 µm. Esta variação ocorre devido ao equipamento 

utilizado na produção das estruturas, que funciona a partir de um fluxo de ar constante, 

estando distante da eficiência de controle de um encapsulador eletrônico. Este tipo de 

equipamento está sujeito a mudanças no fluxo de ar e velocidade de gotejamento do alginato, 
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sendo ajustado por um parâmetro visual, o que leva a um comprometimento do diâmetro 

pretendido. Em geral, o tamanho das microcápsulas produzidas pelos grupos citados também 

é menor do que o utilizado aqui. 

O segundo parâmetro que pode ter afetado a biocompatibilidade do biomaterial 

implantado é o inchaço observado nas microcápsulas, que chegou a um aumento de 50% a 

mais do diâmetro original (Figura 16). Como esta característica não foi observada em testes 

anteriores com a Biodritina (114), acreditamos que a produção de cápsulas maiores teve uma 

influência direta neste aspecto. O aumento no diâmetro das cápsulas pode tornar mais difícil a 

polimerização adequada das cadeias de alginato internas, caso não haja um ajuste no tempo 

Durante o qual o biomaterial fica em contato com o Ba+2, na solução de gelificação. Como já 

mencionado, o inchaço das microcápsulas não é desejado, podendo estar relacionado à perda 

de permeabilidade, permitindo o acesso de anticorpos e outras proteínas do sistema do 

complemento às ilhotas, e, ainda, à quebra das estruturas (131; 132). É possível que as 

cápsulas não encontradas, em alguns camundongos, tenham se rompido devido a este 

fenômeno. O rompimento do biomaterial, levando à formação de pontas e deformidades, 

pode, por si só, levar ao aumento do crescimento pericapsular (34). 

Por fim, o impacto da cirurgia pode ter influenciado na intensidade da adesão celular 

encontrada (67). Alguns animais apresentavam cápsulas aderidas ao ponto da incisão, 

sugerindo que a inflamação local pode ter induzido uma resposta ao material presente. O sítio 

intraperitoneal também pode ter acelerado este processo. Apesar do peritôneo ser o local 

clássico de transplante de ilhotas microencapsuladas, pois é capaz de abrigar uma quantidade 

considerável de material, implantado em uma cirurgia simples, este é um sítio preferencial 

para reações imunológicas (103; 150; 151). Células mesoteliais peritoneais facilitam a ação de 

mecanismos da imunidade inata e a presença de macrófagos prontamente ativáveis torna a 
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cavidade peritoneal o local de implante de células encapsuladas mais problemático do que o 

sítio subcutâneo ou o espaço sob a cápsula renal. 

Os resultados obtidos nos testes de biocompatibilidade do presente trabalho indicam 

que uma modificação nos protocolos de produção de microcápsulas deve ser introduzida. 

Apesar da Biodritina apresentar uma pureza adequada, é preciso testar a biocompatibilidade 

de cápsulas menores, comprovadamente mais eficientes (90; 152), assim como a concentração 

de alginato utilizada na fabricação das mesmas. Atualmente, existe uma tendência de se 

utilizar uma concentração maior do que aquela adotada nestes experimentos. A avaliação 

metódica desses parâmetros certamente vai responder várias questões abertas sobre o 

comportamento capsular observado nestes ensaios. 

5.3. Modulação gênica e proteica em ilhotas microencapsuladas cultivadas sob 

atmosferas de normóxia e hipóxia 

Em um pâncreas saudável, o microambiente nativo das ilhotas facilita a função das 

células β, por maximizar as interações célula-célula e por permitir um contato íntimo com o 

sangue circulante, graças à angioarquitetura local. Durante o procedimento de isolamento de 

ilhotas, conexões vasculares e nervosas são interrompidas, assim como a interação ilhota-

MEC, e as células são submetidas a uma diversidade de estímulos, em especial o estresse 

hipóxico, que podem desencadear apoptose e necrose (153-155).  

De fato, em modelos murinos, foi determinado que cerca de 65% da massa de ilhotas 

implantada na circulação hepática morre nas duas primeiras semanas pós-transplante (156). 

Isto ocorre devido a uma reação inflamatória trombótica, que envolve a ativação dos sistemas 

de coagulação, do complemento, e o rápido recrutamento de monócitos e granulócitos. Esta 

reação é principalmente mediada por fatores inflamatórios produzidos pelas próprias ilhotas 

implantadas, incluindo fator tecidual, IL-1β, MCP1/CCL2, MIF, entre outros (157-161). O 

microencapsulamento das ilhotas fornece a imunoproteção física ao enxerto, entretanto, as 
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células encapsuladas continuam a produzir e liberar os fatores inflamatórios, os quais, por sua 

vez, se encarregam de estabelecer o círculo vicioso de ativação imune (67). 

Para ilhotas não encapsuladas, a adição de substâncias imunoprotetoras durante o 

isolamento, na cultura prévia ao implante e pós-transplante pode combater alguns dos efeitos 

adversos. O tratamento de ilhotas com antioxidantes (161-163) ou agentes anti-inflamatórios 

(164-166) é capaz de promover a viabilidade dessas células por reduzir o infiltrado de 

macrófagos e a produção de citocinas inflamatórias. O inibidor de protease α1-antitripsina 

inibe a trombina e permite a sobrevivência do enxerto no período pós-implante (167). O 

quelante de ferro, deferoxamina, é um antioxidante utilizado durante o isolamento de ilhotas, 

estando associado à promoção da revascularização das células transplantadas (168).  

Sendo assim, em nossos experimentos de cultura de ilhotas encapsuladas (Figura 18), 

sob atmosferas de hipóxia e normóxia, foram analisados os efeitos da adição de PFC e LN à 

Biodritina, sobre a modulação gênica e proteica dessas células, visando a obtenção de ilhotas 

menos estressadas. Escolheu-se um período de 48h de cultura, pois, normalmente, ilhotas que 

serão transplantadas não são cultivadas por períodos mais longos. Pelo contrário, o cultivo de 

ilhotas está associado à perda das suas características morfológicas e funcionais, assim como 

à diminuição do número de células (169; 170), de forma que optamos por ensaios que 

pudessem simular um tratamento celular viável. Sob normóxia, foram testadas todas as 

formulações, entretanto, sob hipóxia, priorizou-se o biomaterial PFC-Biodritina, já que esta 

formulação se propõe a aumentar a oxigenação no microambiente das cápsulas. Antes da 

realização dos ensaios com ilhotas pancreáticas, testes de liberação de insulina frente ao 

estímulo de glicose foram realizados, para que pudéssemos nos assegurar que o processo de 

isolamento e purificação das ilhotas não afetaria sua funcionalidade (Figura 17). Os índices 

de secreção de insulina obtidos mostram que tais células respondem adequadamente aos 

estímulos de glicose. 
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A Figura 19 mostra a modulação gênica induzida por cada um dos biomateriais 

testados. O primeiro grupo de genes avaliado é associado à apoptose (bcl-2, bcl-XL, bax, bad, 

caspase 3 e Xiap), já que este processo é responsável por grande parte da morte celular 

observada em ilhotas recém-transplantadas. O processo apoptótico pode ser desencadeado 

pelas vias extrínsica ou intrínsica, convergindo para a ativação de cisteíno-proteases da 

família das Caspases (Figura 31) (171; 172). Na via extrínsica, a ativação de “receptores de 

morte”, que incluem Fas e receptores de TNF, facilita o recrutamento e a clivagem de 

caspases iniciadoras, as quais, por sua vez são ativadas e atuam diretamente nas caspases 

efetoras, como a caspase 3. Já a via intrínseca (também chamada de mitocondrial ou via 

regulada por Bcl-2) pode ser iniciada por múltiplos estímulos, incluindo hipóxia, baixa 

nutricional e espécies reativas de oxigênio (EROs), estando associada à liberação do 

citocromo C por membros apoptóticos da família Bcl-2 (Bax e Bak), que saem do controle 

das moléculas antiapoptóticas (ex: Bcl-2 e Bcl-XL), e à ativação das caspases efetoras. Neste 

contexto, Bad aparece como um ligante capaz de inibir as proteínas antiapoptóticas e 

favorecer a morte celular programada. Já Xiap é um inibidor potente das caspases efetoras, 

impedindo, assim, a finalização do processo apoptótico. 

Sob atmosfera de normóxia (Figura 19A), as formulações contendo PFC e LN 

modularam a expressão dos genes associados à apoptose de maneira a sugerir uma proteção 

contra a morte programada. Houve aumento na expressão de genes antiapoptóticos (bcl-XL 

para PFC e LN, bcl-2 somente para LN) e uma diminuição para os proapoptóticos (bad e 

bax). A caspase 3 foi regulada negativamente para ambas as formulações, assim como xiap 

para o biomaterial PFC-Biodritina. Como a função de Xiap é inibir caspases efetoras e a 

principal (caspase 3) foi regulada negativamente, este resultado não vai contra a tendência 

observada. 
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Estes mesmos genes observados no experimento sob hipóxia (Figura 19B), com a 

formulação PFC-Biodritina, apresentaram resultados muito similares, diferindo somente para 

caspase 3 e xiap. Nesta condição, a expressão de mRNA de caspase 3 foi positivamente 

regulada, um parâmetro que parece estar associado aos baixos níveis de oxigênio aos quais as 

ilhotas foram submetidas. Entretanto, o aumento obtido nos níveis de xiap indica que a 

expressão gênica deste inibidor foi modulada de maneira a acompanhar os níveis de caspase3. 

 

Figura 31: Vias de sinalização de apoptose. (1). Via extrínseca de apoptose, com a ligação a receptores de 
membrana levando à formação do complexo DISC, no qual a caspase-8 é ativada e inicia a ativação de caspases 
efetoras. (2). Via intrínseca de apoptose, na qual sinais internos de stress celular levam à ativação de membros 
pró-apoptóticos da família Bcl-2 (Bax e Bak) que são transportados à mitocôndria e levam à formação de poros 
que permitem a liberação de citocromo C e moléculas pró-apoptóticas. O complexo do apoptossomo é formado 
e atua sobre a procaspase-9. A caspase-9 ativa a caspases efetora 3 que, por sua vez, efetiva a clivagem se 
substratos, levando à morte celular. [adaptado de Duprez et al., 2009 (173)]. 

 

Uma análise da literatura mostra que os inibidores da via apoptótica intrínseca, Bcl-2 e 

Bcl-XL, foram eficientes na prevenção da morte de células β in vitro, mas, sozinhos, não 
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obtiveram sucesso in vivo (174-176). Em contrapartida, alguns relatos ressaltam o efeito 

potente de Xiap na inibição da apoptose e na recuperação funcional de ilhotas in vitro e, 

ainda, após o transplante em camundongos diabéticos, nos quais o tempo necessário para 

atingir a normoglicemia foi diminuído em 7 vezes (177-179). Sendo assim, os primeiros 

resultados obtidos nos deixaram otimistas, por apresentarem uma resposta com um conjunto 

de genes que sugere uma maior viabilidade das ilhotas. 

Em seguida, genes associados ao estresse celular, mcp1/ccl2 e hsp70, foram focados. 

MCP1/CCL2 é um membro da família de quimiocinas CC, secretado por vários tipos 

celulares, tendo como funções mais conhecidas o potente recrutamento e ativação de 

macrófagos (180). Por conta desta especificidade de atuação, MCP1/CCL2 foi associada à 

rejeição aguda e crônica de órgãos transplantados (181-183), a danos durante o processo de 

isquemia e reperfusão (184-186) e à vasculopatia de enxertos (187; 188). Ilhotas humanas 

isoladas secretam MCP1/CCL2, mesmo na ausência de infecções detectáveis ou de 

contaminação por endotoxinas (160), e uma secreção aumentada já foi relacionada ao 

insucesso do transplante de ilhotas em pacientes diabéticos (159; 160). 

A família de HSPs (Heat Shock Proteins) é regulada positivamente por estresses 

celulares, como temperatura, hipóxia, isquemia, trombina, fatores de crescimento, glutamato, 

osmolaridade, metais pesados e citocinas (ex: TNFα e IL-1β) (189-193). Chaperonas HSP70 

são ativadas em momentos críticos e mantêm a homeostase das proteínas no citosol, 

mediando efeitos citoprotetores por permitir o re-enovelamento de proteínas mal estruturadas 

e desnaturadas (193-196).  

Em nossos experimentos, a adição de PFC e LN à Biodritina foi suficiente para 

diminuir o nível de expressão gênica tanto de mcp1/ccl2 quanto de hsp70, sob atmosferas de 

normóxia e hipóxia (Figura 19). Estes resultados sugerem que as novas formulações de 
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microcápsulas conseguem prover um ambiente menos estressante para as ilhotas em seu 

interior, quando comparadas à Biodritina. 

A expressão do gene ldh foi avaliada, já que a enzima lactato desidrogenase tem um 

papel fundamental no metabolismo anaeróbio. Ilhotas pancreáticas normalmente apresentam 

supressão da expressão gênica de ldh (197-199). O fato destas células estarem em íntimo 

contato com a circulação certamente favorece a manutenção do metabolismo aeróbio. 

Entretanto, a hipóxia relacionada ao processo de isolamento e cultura das ilhotas afeta 

diretamente a viabilidade das mesmas. Desta maneira, é esperado que a contribuição do 

metabolismo em anaerobiose seja aumentada. Outras condições de estresse também são 

capazes de induzir uma maior expressão gênica de ldh. Já foi relatado que, no momento de 

estresse inicial pós-transplante, quando os níveis glicêmicos ainda não se normalizaram, as 

ilhotas implantadas sofrem com a alta concentração de glicose a que são expostas e, um dos 

parâmetros observados é o aumento dos níveis de mRNA deste gene (200). Neste contexto, as 

novas formulações foram testadas para se avaliar uma possível modulação da expressão 

gênica de ldh (Figura 19).  

Para o biomaterial PFC-Biodritina, tanto em normóxia quanto hipóxia, conforme 

esperado, houve uma regulação negativa dos níveis de mRNA dessa enzima, sugerindo que o 

PFC foi capaz de cumprir seu papel de doador de oxigênio, restaurando, pelo menos em parte, 

o metabolismo aeróbio. Já os resultados com LN-Biodritina mostram que esta formulação 

induziu um aumento da expressão gênica de ldh. Este resultado, apesar de inesperado, frente 

aos demais resultados de expressão gênica em discussão, pode estar relacionado a uma 

diminuição dos poros da malha de alginato, visto que a LN utilizada é uma molécula de 

aproximadamente 850 kDa. Em experimentos anteriores, os poros das microcápsulas de 

Biodritina gelificadas com Ba+2 permitiram a passagem de moléculas com o peso molecular 

máximo em torno de 70 a 100 kDa (114). Talvez a LN presa à malha de alginato contribuiria 
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para a diminuição da permeabilidade capsular e, possivelmente, diminuiria o acesso do 

oxigênio ao seu interior, o que explicaria um aumento da expressão gênica de ldh pela 

indução do metabolismo anaeróbio. Outra hipótese seria de que a laminina proveria uma 

maior viabiilidade e/ou funcionalidade das ilhotas microencapsuladas, permitindo uma maior 

detecção de mRNA para ldh simplesmente pela presença de um número superior de células 

sob respiração anaeróbia.  Contudo, como não foram realizados ensaios para a avaliação de 

tamanho dos poros das microcápsulas utilizadas ou da massa de células metabolicamente 

ativas, tais hipóteses ainda não puderam ser empiricamente testadas.  

Por fim, observou-se o nível de mRNA para as insulinas I e II, como forma de se 

analisar genes relacionados à função principal das ilhotas pancreáticas. Células β de modelos 

murinos sintetizam duas insulinas diferentes, codificadas por dois genes que apresentam mais 

de 90% de homologia entre si. Os produtos primários da tradução de proteínas são as 

preproinsulinas I e II, que diferem por apenas sete aminoácidos. Nas células β, o conteúdo das 

insulinas é desigual, sendo a taxa de insulina I superior ao de insulina II (201; 202). 

A Figura 19 mostra que os novos biomateriais induziram um aumento na expressão 

gênica de insulina I, seja em hipóxia ou normóxia. Entretanto, apesar da formulação contendo 

PFC ter levado a um aumento também dos níveis de mRNA de insulina II, para o biomaterial 

LN-Biodritina, sob atmosfera de normóxia, observou-se o contrário. Dados da literatura 

mostram que as células β tendem a responder a um estímulo de biosíntese de insulina, 

produzindo mais insulina I (201-203). Por outro lado, a insulina II tende a ser depletada após 

um estímulo contínuo, já que sua produção não acompanha a velocidade de liberação deste 

hormônio (203). Não sabemos se microcápsulas contendo PFC e LN induzem uma taxa de 

transcrição diferencial de insulina II entre si, ou se a taxa de tradução dessa proteína é 

induzida pela presença de LN, diminuindo os pools intracelulares de mRNA. Como estas 

questões não foram analisadas diretamente, é necessário levantar ainda a possibilidade da LN 



82 

 

agir de maneira diferencial, estimulando positivamente a expressão gênica da insulina I 

enquanto inibe a da insulina II. 

Nestes grupos de experimentos realizados, a modulação de genes associados à 

apoptose, estresse celular e função, observada para os biomateriais PFC-Biodritina e LN-

Biodritina, sugere uma proteção importante contra o decaimento da viabilidade e função das 

ilhotas pancreáticas, em um momento crítico pós-isolamento e pré-transplante, comumente 

associado à perda de grande parte da massa do enxerto. 

Os estudos de modulação gênica representam a quantidade de mRNA transcrito 

presente nas células, entretanto, nem sempre este parâmetro está associado à expressão ou 

ativação das proteínas relacionadas. Sendo assim, para que se possa afirmar que as 

formulações de biomaterial testadas modularam os níveis de uma determinada proteína, é 

preciso realizar ensaios específicos. A partir da análise da expressão gênica apresentada, 

foram escolhidos genes associados à apoptose (bax, bcl-XL, xiap e caspase 3), que 

apresentaram uma variação significativa em condições de normóxia e hipóxia, para 

experimentos de expressão proteica, por Western Blotting, e de ativação enzimática. 

A Figura 20A mostra que, sob atmosfera de normóxia, apesar de não ter sido 

observada uma diferença para os níveis da proteína pró-apoptótica Bax, somente as 

microcápsulas de LN-Biodritina induziram uma modulação proteica nas ilhotas pancreáticas, 

regulando positivamente os níveis das moléculas anti-apoptóticas Bcl-XL e Xiap. Estes 

resultados estão de acordo com o observado nos ensaios de qRT-PCR (Figura 19A). Para a 

formulação PFC-Biodritina, a única modulação obtida foi para ensaios realizados em hipóxia 

(Figura 20B), nos quais foi evidenciada uma regulação negativa de Bax. Já para os ensaios de 

ativação enzimática de caspase 3, a adição de PFC ou LN não afetou os resultados obtidos 

para Biodritina (Figura 21). Em resumo, as variações observadas para os biomateriais PFC-

Biodritina e LN-Biodritina indicam uma modulação de proteínas que pode levar à maior 
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sobrevida das ilhotas microencapsuladas, por desacelerar estímulos pró-apoptóticos. Como já 

citado, o período escolhido para estes experimentos reflete o tempo de cultura das ilhotas pré-

transplante. Talvez as diferenças observadas fossem maiores após um período mais longo de 

cultivo celular. Entretanto, considerando-se que cerca de 65% da massa do enxerto se perde 

nos dias subsequentes ao transplante de ilhotas (156), esta pequena variação obtida em nossos 

experimentos pode ajudar na sobrevivência de uma porcentagem maior de células, evitando a 

falência precoce do enxerto. Sendo assim, os experimentos seguintes buscaram avaliar o 

impacto das novas formulações de biomateriais no transplante de ilhotas pancreáticas. 

5.4. Reversão do Diabetes Mellitus em camundongos imunocompetentes através do 

transplante de ilhotas pancreáticas microencapsuladas e análise funcional in 

vivo do enxerto 

Desde a primeira aplicação de membranas semipermeáveis para o transplante de 

ilhotas pancreáticas, em 1980 (38), um número crescente de relatos demonstra a 

aplicabilidade desta técnica. Entretanto, o que se encontra na literatura são informações 

extremamente variáveis, muitas vezes divergentes, o que torna a compilação de dados um 

trabalho de paciência, visto que, em muitos trabalhos, não se mencionam características 

importantes dos biomateriais utilizados, assim como detalhes técnicos que permitiriam a 

reprodutibilidade dos resultados. Existe uma grande discussão a respeito do tipo de alginato 

que seria mais adequado, alguns grupos explicitamente preferindo polímeros com alta 

concentração de M ou G, enquanto outros chamam a atenção para fatores como viscosidade, 

íon utilizado na polimerização e presença de uma camada externa de policátions ou não. Da 

mesma maneira, ainda existe muita discussão a respeito do número adequado de ilhotas para o 

transplante, do tamanho ideal das microcápsulas utilizadas, de qual seria o melhor sítio de 

implante, das diferentes espécies ou linhagens de animais utilizados como receptores e as 

vantagens de cada uma, da necessidade de um pré-condicionamento tanto do enxerto quanto 
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do receptor, das moléculas marcadoras que predizem sucesso ou falência da terapia, entre 

tantas outras variáveis. Apesar de toda a divergência existente nos resultados obtidos com 

biomateriais, por diferentes grupos, certas características foram se consolidando como sendo 

desejáveis para biomateriais e ilhotas utilizados em transplantes.  

A Biodritina foi primeiramente formulada de maneira a possuir características de 

estabilidade e biocompatibilidade adequadas para o microencapsulamento celular, baseada 

nas informações mais sólidas de intituições reconhecidas pelo seu trabalho em ciências de 

materiais e biologia celular. Como já mencionado, a Biodritina já foi validada como um 

biomaterial adequado ao transplante experimental de ilhotas pancreáticas humanas em 

camundongos diabéticos imunocompetentes (114). Nesses experimentos, observou-se que os 

animais diabetizados conseguiam manter a normoglicemia por, pelo menos, dois meses, 

quando o enxerto foi recuperado para análises e os camundongos voltaram à hiperglicemia. 

Nos experimentos de transplante do presente trabalho, os novos biomateriais obtidos a partir 

da adição de PFC e LN à Biodritina foram avaliados quanto a possíveis benefícios que 

pudessem prover às ilhotas microencapsuladas. 

A Figura 22 mostra que a variação na massa corporal dos animais estudados refletiu o 

tratamento designado para cada grupo. Animais diabetizados, mas que receberam ilhotas 

microencapsuladas em qualquer das formulações, mantiveram um ganho de peso similar ao de 

camundongos não-diabéticos. Entretanto, o grupo que recebeu o implante de ilhotas nuas 

manteve um peso semelhante aquele do grupo SHAM. Esse resultado demonstra, 

indiretamente, a funcionalidade do enxerto através do ganho de massa corpórea. Se 

comparado aos dados obtidos na Figura 23A, pode-se observar que a quantidade de ilhotas 

transplantadas (n=750) nem ao menos foi eficiente na diminuição dos níveis glicêmicos, 

quando não encapsuladas. Contudo, a glicemia dos animais que receberam implantes 

encapsulados atingiu níveis fisiológicos logo nos dias seguintes à cirurgia. Uma possível 
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variação na funcionalidade das ilhotas microencapsuladas com as diferentes formulações de 

biomaterial só foi evidenciada em torno de 150 dias pós-implante, quando o grupo LN-

Biodritina se destacou dos demais, por manter níveis glicêmicos mais baixos, estatisticamente 

diferente dos demais grupos. Animais do grupo PFC-Biodritina apresentaram resultados 

virtualmente indistintos do controle Biodritina durante todo o decorrer do ensaio.  

O número de ilhotas utilizadas nestes transplantes foi baseado em experimentos 

anteriores a esta tese, nos quais se observou que o implante de 750 ilhotas era eficiente na 

normalização dos níveis glicêmicos de camundongos Balb/C, enquanto a utilização de 500 

ilhotas somente levava a uma diminuição temporária da glicemia, porém insuficiente para 

atingir níveis fisiológicos (dados não publicados). Apesar da imensa variação encontrada na 

literatura, para a quantidade de ilhotas utilizadas em implantes, este número se enquadra na 

faixa testada pela maioria, sendo até mesmo menor do que o utilizado em boa parte dos 

relatos mais comuns de transplante xenogênicos, de rato para camundongo ou de porco para 

camundongo (Tabela 4). 

A vantagem conferida pelas microcápsulas contendo LN, utilizadas no 

encapsulamento de ilhotas, ficou evidente quando os mesmos dados foram analisados pela 

porcentagem de animais normoglicêmicos ao longo do tempo (Figura 23B). Nesta análise, a 

superioridade de desempenho do grupo LN-Biodritina foi constatada após 198 dias da 

cirurgia, quando 60% dos camundongos deste grupo (n=6) ainda mantinham níveis 

glicêmicos fisiológicos frente a cerca de 10% dos demais (n=1). A glicemia dos animais 

estudados era refletida claramente pelo estado físico dos mesmos, como pode ser observado 

na Figura 24, onde um camundongo diabético não-tratado (SHAM), 120 dias após o início 

dos experimentos é comparado a um Balb/C normoglicêmico, que recebeu ilhotas 

microencapsuladas com LN-Biodritina, após 200 dias do transplante. 
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O tempo de duração da normoglicemia dos animais variou bastante, para todos os 

grupos. O primeiro evento de falha dos enxertos ocorreu por volta de 50 dias pós-transplante, 

para os grupos Biodritina e PFC-Biodritina, e 70 dias para o grupo LN-Biodritina (Figura 

23B). O tempo máximo de glicemia avaliado foi de 238 dias pós-cirurgia, para um 

camundongo transplantado com ilhotas encapsuladas em LN-Biodritina (dado não 

demonstrado). Entretanto, como o enxerto foi recuperado deste e dos outros animais 

normoglicêmicos em tempos diferentes, após 200 dias de experimento, para análises 

subsequentes, acreditamos que a reversão do diabetes poderia ter sido mantida por um período 

mais longo. Uma análise de outros trabalhos com xenotransplante mostra que o tempo de 

normoglicemia encontrado em nossos ensaios se enquadra com os da maioria (Tabela 4). 

Tabela 4: Manutenção de normoglicemia após o xenotransplante de ilhotas microencapsuladas em animais 
diabéticos 

Doador Receptor Tipo de 
microcápsula 

Número de ilhotas 
implantadas 

Normoglicemia 
[dias]a 

Referência 

Rato Lewis Camundongo NOD APA 1.800-2.000 10 Weber, 1990 (204) 

Rato Wistar Camundongo Balb/c APA 900-1.000 220 Lum, 1992 (205) 

Rato SD Camundongo Balb/c Agarose 500 79 Tun, 1996 (206) 

Rato SD Camundongo C57BL/6 ALG-PMCG 1.000 20-300 Wang, 1997 (207) 

Rato SD Camundongo NOD ALG-PMCG 1.000 40-180 Wang, 1997 (207) 

Rato SD Camundongo Balb/c ALG-Ba 1.800 90-270 Schneider, 2005 (43) 

Rato SD Camundongo Balb/c ALG-Ba 125 IEQ 56 O'Sullivan, 2010 (92) 

Porco Camundongo B6AF1 ALG-Ba 10.000 140b Omer, 2003 (90) 

Porco Camundongo NOD ALG-Ba 5.000 IEQ 42-184 Duvivier-Kali,  
2004 (91) 

Porco Camundongo NOD APA 11.341 ± 3.293 
IEQ 

13 Safley, 2005 (208) 

Porco Camundongo C57BL/6 ALG-Ba              
ALG-Ca 

2.000 100 Kobayashi, 2005 (209) 

Porco Camundongo NOD ALG-PLO 500 IEQ 112 Elliott, 2005 (210) 

Porco Camundongo C57BL/6 ALG-Ca 2.000 100 Kobayashi, 2006 (211) 

Porco Camundongo NOD APA 9.000 IEQ 56 Safley, 2008 (41) 
 

APA: alginato/polilisina/alginato. PMCG: poli-metil-co-guanidina. ALG-Ba: alginato polimerizado com Ba+2 / 
ALG-Ca: alginato polimerizado com Ca+2 / ALG-PLO: alginato/poliornitina/alginato 
a tempo de normoglicemia médio; b o estudo foi interrompido neste dia. 
[Adaptado de Campos-Lisbôa, 2008 (114)] 
 

Os resultados obtidos mostram um claro benefício da adição de LN ao biomaterial 

Biodritina. Aparentemente, as ilhotas implantadas conseguem ter uma sobrevida maior, talvez 

pela manutenção de um microambiente que permita uma diminuição de estímulos de estresse 
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celular e morte, associados a uma funcionalidade melhorada e a um aumento na massa de 

células enxertadas viáveis. Como não sabemos se a LN permanece na malha do polímero por 

todo o tempo experimental, se é perdida na cultura pré-implante ou após o transplante, 

podemos somente afirmar que a adição desse elemento da MEC induz a proteção do enxerto. 

Com relação ao biomaterial PFC-Biodritina, a modulação gênica e proteica encontrada 

aparentemente não foi suficiente para induzir um efeito nos ensaios in vivo. Talvez a 

oxigenação conferida por estas microcápsulas ocorra somente no período inicial, não sendo 

suficiente para gerar benefícios frente ao ambiente encontrado no sítio intraperitoneal. 

Entretanto, a variação das concentrações de PFC e de oxigênio pode ser testada em ensaios 

futuros. O protocolo para a produção da mistura de alginato-PFC nos foi fornecido pela 

equipe do Prof. Marcos Mares Guia, do Diabetes Research Institute, centro de pesquisa 

afiliado à Universidade de Miami, e modificado de maneira a permitir a produção de 

microcápsulas estáveis. Entretanto, uma análise da literatura mostra que as concentrações de 

PFC utilizadas em biopolímeros, atualmente, têm variado de 10 a 70% (116-119), enquanto 

nosso protocolo admite somente 2%. Quando iniciamos os ensaios com cápsulas de PFC, 

ainda não existiam estudos publicados sobre a concentração efetiva desta substância em 

células encapsuladas. 

Durante os ensaios de reversão do diabetes mellitus, a função das ilhotas 

microencapsuladas foi acompanhada in vivo, em dois momentos após o transplante, 

utilizando-se o teste de TOTG. Ensaios como este permitem avaliar com maior precisão a 

funcionalidade das ilhotas enxertadas (43; 91; 212), em um ambiente completamente diferente 

do in vitro, pois as mesmas se encontram no sítio de implante, sujeitas às variações 

fisiológicas locais, incluindo a modulação nos níveis glicêmicos que levarão à resposta 

secretória de insulina.  
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A Figura 25 mostra que, após 60 ou 100 dias da cirurgia, os animais que receberam 

ilhotas encapsuladas apresentaram uma secreção de insulina igual ou maior do que aquela 

observada para camundongos controle não-diabetizados. Ao contrário do que já foi 

encontrado por De Vos e colaboradores (213), não foi visto um atraso na resposta secretória 

das ilhotas. Nestes relatos, a secreção de insulina tardia foi, teoricamente, causada tanto pela 

localização i.p. do enxerto, que não favoreceria uma rápida resposta como a encontrada no 

ambiente altamente vascularizado de um pâncreas nativo, quanto por influência da 

microcápsula, que impediria uma difusão rápida de moléculas, tornando mais lenta a obtenção 

da informação referente ao estado glicêmico. Em nossos ensaios observamos que, apesar de 

não haver diferença alguma na resposta dos animais transplantados com ilhotas 

microencapsuladas em quaisquer formulações, o grupo LN-Biodritina levou a uma 

diminuição estatisticamente significativa da glicemia, quando comparado aos animais não-

diabéticos (Figuras 25A e B). Após 100 dias do transplante, este padrão também foi 

encontrado para o grupo PFC-Biodritina (Figura 25B). Esses resultados mostram, 

indiretamente, que o encapsulamento de ilhotas com as novas formulações não induz um 

atraso na resposta funcional dessas células e que a adição de PFC e LN levam à secreção de 

uma maior quantidade de insulina, seja por um estímulo da resposta das ilhotas aos altos 

níveis de glicose no sangue ou pela viabilidade de um maior número de células enxertadas. 

Entretanto, a tendência observada na diminuição de glicemia após 120 minutos de 

experimento, para animais que receberam ilhotas em Biodritina, quando comparados aos 

camundongos não-diabéticos, apoia a hipótese de que o sítio de implante i.p. e a presença da 

microcápsula podem dificultar o controle fino da secreção de insulina, levando a uma 

liberação prolongada desse hormônio (213; 214). 
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Na Figura 25C foram analisadas as respostas de secreção de insulina em animais que 

se apresentavam hiperglicêmicos no momento do ensaio. A variação da glicemia nestes 

camundongos, como esperado, não difere dos controles diabéticos SHAM. 

Por fim, para a comprovação de que os animais transplantados com ilhotas 

microencapsuladas permaneciam normoglicêmicos, devido à insulina secretada pelo enxerto e 

não por uma possível regeneração das células β pancreáticas, utilizou-se uma intervenção 

amplamente empregada na literatura (43; 79; 89; 91; 212), na qual as células foram 

recuperadas de alguns camundongos e os mesmos foram mantidos vivos e monitorados 

(Figura 26). O restabelecimento da hiperglicemia, nos dias subsequentes, revelou que a 

reversão do diabetes observada era proveniente da atuação funcional das ilhotas implantadas. 

 
5.5. Biocompatibilidade e função de ilhotas microencapsuladas recuperadas de 

camundongos diabéticos imunocompetentes 

As ilhotas pancreáticas transplantadas foram recuperadas de animais que voltaram à 

hiperglicemia, após a falha do enxerto, e de camundongos ainda normoglicêmicos, para que 

pudessem ser avaliadas por parâmetros de biocompatibilidade e função celular. Em um 

primeiro momento tentou-se observar possíveis diferenças entre as formulações que 

apresentavam PFC ou LN, em relação à Biodritina. Entretanto, como houve uma grande 

variação dos resultados entre as amostras biológicas, para um mesmo tipo de cápsula, e o 

número de explantes não foi ideal, nem ao menos para se observar tendências entre os 

biomateriais testados, uma análise confiável desses dados ficou comprometida. Sendo assim, 

as amostras foram agrupadas de acordo com o estado glicêmico do animal, no momento da 

retirada do enxerto. 

O primeiro parâmetro observado foi a porcentagem de cápsulas recuperadas através do 

lavado peritoneal (Figura 27). Esperava-se que o número de cápsulas obtidas do grupo 
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hiperglicêmico fosse maior, simplesmente pela técnica de retirada do enxerto destes animais, 

que permitia uma ampla abertura abdominal, já que os camundongos eram sacrificados antes 

do procedimento. Já para o grupo normoglicêmico, como os animais eram mantidos vivos 

para o acompanhamento da glicemia, foram realizadas poucas lavagens em um período curto 

de tempo. Contudo, não houve diferença entre os grupos, devido à grande variabilidade do 

número de estruturas recuperadas. A porcentagem de microcápsulas recuperadas está de 

acordo com a encontrada para cápsulas de alginato polimerizadas em Ba+2, contendo ilhotas, 

por Omer e colaboradores (90). Entretanto, como já mencionado, este relato e outros da 

literatura levam em conta o volume de microcápsulas antes e depois do implante, o que pode 

gerar uma mensuração pouco confiável.  

Com relação ao diâmetro das microcápsulas, não foi observado um inchaço das 

estruturas (Figura 28). Este dado é bastante interessante, visto que, no experimento de 

biocompatibilidade de microcápsulas vazias (Figura 16), obteve-se um aumento diametral de 

cerca de 50%. Como o inchaço é um problema que afeta diretamente a permeabilidade do 

biomaterial, assim como sua estabilidade, estes dados mostram que a presença das ilhotas 

pancreáticas, de alguma forma, impede este processo. Houve, contudo, uma tendência de 

aumento nas cápsulas do grupo normoglicêmico, que também apresentava microcápsulas mais 

limpas. Da mesma maneira, observou-se que a maior parte das cápsulas menores apresentava 

um extenso crescimento pericapsular e eram mais encontradas no grupo hiperglicêmico. 

Porém, como em ambos os grupos havia cápsulas apresentando diferentes níveis de adesão 

celular (Figura 29), acreditamos que a variabilidade dos resultados não permitiu observar 

uma possível diferença no inchaço das estruturas.  

O crescimento pericapsular foi encontrado em todas as cápsulas analisadas. Devido à 

intensidade dessa resposta, neste ensaio, o crescimento pericapsular foi analisado como 

abrangendo menos ou mais de 50% da área da microcápsula (Figura 29). Baseado nesta 
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classificação, os grupos normo e hiperglicêmicos apresentaram resultados já esperados, 

indicando que a adesão celular está relacionada à falência do enxerto e, consequentemente, a 

níveis glicêmicos altos. Este resultado está próximo daquele encontrado para experimentos 

similares com cápsulas de Biodritina (em torno de 600 µm de diâmetro), realizados 

anteriormente em nosso laboratório, quando cerca de 70% das estruturas apresentavam pouco 

ou nenhum crescimento pericapsular (114). De maneira semelhante, a diferença entre cápsulas 

de animais normo e hiperglicêmicos foi parecida à de nossos ensaios, também se 

apresentando contrária, com cerca de 70% de cápsulas obtidas de animais que retornaram ao 

estado diabético demonstrando uma grave adesão celular. Resultados de outros grupos, apesar 

de usualmente mostrarem um número maior de cápsulas contendo pouco ou nenhum 

crescimento pericapsular (90; 91; 212), indicam um aumento do número de células aderidas 

na superfície do biomaterial, quando ilhotas estão presentes no interior dos polímeros (41; 67; 

90). Essa tendência é esperada, já que a simples liberação de antígenos pelas células 

microencapsuladas, assim como citocinas inflamatórias, dá início a um processo descrito 

anteriormente como círculo vicioso de ativação imune. 

Infelizmente, não foi possível a avaliação de estruturas rompidas, pois, como 

ressaltado para os experimentos de biocompatibilidade de microcápsulas vazias, o biomaterial 

explantado se quebrava com facilidade, durante a lavagem pré-análises. Como previamente 

mencionado, cápsulas menores (abaixo de 700 µm) estão associadas a uma maior 

biocompatibilidade, quando comparadas a cápsulas “regulares” (acima de 700 µm), tendo 

sido relatados experimentos em que a quebra das estruturas e o crescimento pericapsular foi 

grandemente induzido pelo tamanho das microcápsulas (90; 152). O fato das nossas cápsulas 

apresentarem um diâmetro que varia entre 700 – 1000 µm pode ter impactado decisivamente a 

biocompatibilidade observada nestes ensaios. 
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Finalmente, as ilhotas microencapsuladas de ambos os grupos foram submetidas à 

análise funcional (Figura 30), através de um teste estático de secreção de insulina, frente ao 

estímulo de glicose. Apesar de não haver diferença estatística no índice de secreção de 

insulina entre os grupos estudados, somente as ilhotas de animais ainda normoglicêmicos 

apresentaram uma liberação de insulina significativa, se comparada à secreção basal. 

Resultados similares foram encontrados em experimentos anteriores com ilhotas 

microencapsuladas em Biodritina (114), seguindo o padrão observado nos ensaios de 

Duvivier-Kali e colaboradores (91). Estes dados mostram que, mesmo com todo o processo 

de crescimento pericapsular, após meses implantadas no sítio i.p., as ilhotas pancreáticas 

ainda foram capazes de responder ao estímulo de glicose, se não adequadamente, pelo menos 

ressaltando a diferença que mantinha o grupo normoglicêmico livre do diabetes mellitus. 

Apesar dos resultados que compõem esta tese abrirem novos questionamentos e ideias, 

comuns a um trabalho de ciência translacional, os dados já obtidos mostram a viabilidade do 

melhoramento de um biomaterial adequado ao transplante celular. O sucesso encontrado nos 

ensaios de reversão do diabetes mellitus, ponto-chave deste trabalho, motiva a busca por 

estratégias que possam aumentar ainda mais a sobrevida do enxerto, tornando o 

microencapsulamento de ilhotas uma opção cada vez mais viável e atrativa para o tratamento 

de pacientes diabéticos tipo 1. Baseado nestes resultados, um depósito de patente envolvendo 

a utilização do material LN-Biodritina para o encapsulamento celular já foi realizado. 

Esta ideia de imunoproteção já vem sendo focada por empresas ao redor do mundo, 

como pela LCT-Living Cell Technologies (http://www.lctglobal.com), que oferece ilhotas de 

porco microencapsuladas, em um produto chamado Diabecell®, que já passou por ensaios 

clínicos de fases I e II e acredita-se que possa estar disponível, como um novo tratamento, em 

breve. A empresa Beta-O2 Technologies (http://www.beta-o2.com) foca na oxigenação das 

ilhotas em um dispositivo subcutâneo e cita resultados promissores em modelo murino. Já a 
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empresa VitaCyte (http://www.viacyte.com) desenvolveu um protocolo de obtenção de células 

produtoras de insulina a partir de células-tronco embrionárias humanas e tem relatado sucesso 

na produção deste hormônio in vivo, em camundongos. Como já mencionado anteriormente, a 

utilização de membranas semipermeáveis, seja para o encapsulamento de células ou de 

fármacos, é uma ferramenta poderosa no tratamento experimental e clínico de diversas 

doenças, como Hemofilia, Câncer, Parkinson, Huntington, entre outras. Sendo assim, 

acreditamos que os resultados aqui apresentados estão de acordo com os buscados e obtidos 

pelos diferentes centros de pesquisa e empresas e podem contribuir de maneira significativa 

para a melhoria da tecnologia de microencapsulamento celular e tratamento do diabetes 

mellitus tipo 1. 
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6. Conclusões 

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que: 

a) a adição de PFC e LN ao biomaterial Biodritina é capaz de modular o microambiente de 

ilhotas pancreáticas microencapsuladas.  

b) os novos biopolímeros obtidos, PFC-Biodritina e LN-Biodritina, apresentam a mesma 

estabilidade e biocompatibilidade da Biodritina, entretanto, são capazes de induzir uma 

modulação gênica, proteica e funcional que deve proporcionar uma maior viabilidade 

dessas células.  

c) somente as ilhotas em microcápsulas contendo LN estão associadas ao principal efeito 

observado, sendo responsáveis pela manutenção da normoglicemia em animais 

diabetizados por um tempo estatisticamente superior ao dos camundongos controle. 

d)  a adição de moléculas bioativas a polímeros adequados ao encapsulamento é uma 

estratégia viável, com todo o potencial de melhoramento da terapia celular para o 

tratamento do diabetes mellitus tipo 1.  
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