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RESUMO

Campanha-Rodrigues, A.L. Imunoprotecdo de Ilhotas Pancreaticas Microencapsuladas
em Biomateriais Inovadores e seu Potencial Terapéutico no Diabetes Mellitus Tipo 1.
2012. 106p. Tese — Programa de Pés-Graduagcdo em Bioquimica. Instituto de Quimica,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo.

O transplante de ilhotas microencapsuladas constitui uma alternativa terapéutica interessante
para o Diabetes Mellitus tipo 1, permitindo um melhor controle glicémico e eliminando a
necessidade de imunossupressdo. Entretanto, a manutencao a longo prazo da viabilidade das
células-P ainda é um desafio. No isolamento, a perda da matriz extracelular e as condi¢des
hipéxicas subsequentes afetam decisivamente a sobrevivéncia e funcionalidade das ilhotas.
Objetivo Para diminuir o estresse sobre o enxerto, levando a um sucesso prolongado do
transplante, propos-se a adicdo de perfluorocarbono (PFC) ou laminina (LN), moléculas
associadas respectivamente a oxigenagdo e interagdes célula-célula, ao biomaterial baseado
em alginato, Biodritina, adequado ao encapsulamento celular. Metodologia Para testar a
estabilidade das formulagdes PFC-Biodritina e LN-Biodritina, microcapsulas foram
submetidas a diferentes estresses (rotacional, osmotico, temperatura e cultura) por 7 e 30 dias.
A pureza do biomaterial foi avaliada pela coincuba¢do com macréfagos murinos RAW?264.7,
por 3, 9 e 24h, quando a ativa¢do dos macrofagos foi observada pela expressao génica de IL-
1B e TNFo. Microcapsulas implantadas i.p. em camundongos foram recuperadas apds 7 ou 30
dias, para andlises de biocompatibilidade. A expressdo de niveis de mRNA (bax, bad, bcl-2,
bcl-XL, xiap, caspase 3, mcpl/ccl2, hsp70, ldh, insulina 1 e 2), proteinas (Bax, Bcl-XL e
Xiap) e a atividade de Caspase3 foram avaliadas em ilhotas microencapsuladas com PFC- e
LN-Biodritina, apés cultura de 48h em condicdes de normodxia e hipéxia (<2% O,).
Camundongos diabéticos foram transplantados com ilhotas encapsuladas nas diferentes
formulacdes e os animais foram monitorados pelas variacdes de massa corporal, glicEémicas e
pela funcionalidade do enxerto (TOTGs). As ilhotas foram recuperadas de animais normo ou
hiperglicémicos e uma andlise de biocompatibilidade das capsulas foi realizada, assim como a
avaliac@o funcional das células-B. Apds o explante, a glicemia dos animais normoglicémicos
foi monitorada para se atestar a eficiéncia das ilhotas transplantadas. Resultados
Microcdpsulas de PFC- e LN-Biodritina s@o tdo estiveis e biocompativeis quanto as de
Biodritina. Para ilhotas encapsuladas em ambos os materiais, em normodxia ou hipdxia,
observou-se uma modulacdo gé€nica que sugere protecdo contra apoptose. Adicionalmente,
encontrou-se uma diminui¢do na expressao de genes indicadores de estresse (mcpl, hsp70).
Uma diminuicao nos niveis de mRNA de /dh foi vista para PFC-Biodritina, mas o oposto foi
encontrado para LN-Biodritina. As diferencas encontradas na expressdo proteica sugerem o
mesmo padrdao anti-apoptético. Caspase3 ndo foi modulada por nenhum biomaterial. Nos
experimentos de transplante, apenas LN-Biodritina levou reversao prolongada do diabetes,
com 60% dos animais normoglicémicos, 198 dias pds-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 pos-cirurgia. O explante restabeleceu a hiperglicemia nos camundongos. Microcédpsulas
recuperadas de animais hiperglicémicos apresentavam uma extensa adesdo celular. Testes de



secrecdo de insulina in vitro demonstraram que somente ilhotas do grupo normoglicémico
responderam as variacdes da concentracdo de glicose. Conclusao A adicdo de moléculas
bioativas a 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
Pancreaticas, Perfluorocarbono, Laminina, Biodritina



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 Quimica, Universidade de
Sao Paulo, Sao 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 B-cell
viability remains a major problem. During islet isolation, the loss of extracellular matrix
interactions and the hypoxic conditions thereafter dramatically affect B-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 RAW?264.7 murine macrophage cell line for 3, 9
and 24h and macrophage activation was detected through mRNA levels of IL-13 and TNFa.
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, mepl/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% O,) 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 (mcpl, 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



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. Introducao

1.1. Diabetes Mellitus tipo 1

O Diabetes Mellitus (DM) é uma doenca cronica que afeta cerca de 350 milhdes de
pessoas em todo o mundo (1), sendo caracterizada por uma regulagdo inadequada do
metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas, devido a defici€éncia na produciao de
insulina ou incapacidade de utilizagdo desse hormonio pelo organismo. Esse disturbio
metabodlico estd associado ao desenvolvimento de complicacdes vasculares e neuroldgicas,
que levam a um alto indice de mortalidade prematura, o que colocou esta sindrome em quinto
lugar no ranking das doengas mais impactantes em 2005 (2-4).

O DM engloba os dois principais tipos de manifestacio da sindrome: Diabetes
Mellitus tipo 1 (DM1) e Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2). O DM1 € causado pela destrui¢dao
auto-imune das ilhotas pancredticas, o que leva a uma dréstica diminui¢do da insulina
circulante, podendo chegar a total auséncia deste hormonio. Esse processo € usualmente
observado em pacientes jovens, sendo responsavel por 10% dos casos de diabetes relatados.
Ja o DM2 se caracteriza por resisténcia das células do organismo a insulina e representa 90%
dos casos relatados de DM. Em ambos os casos, a hiperglicemia resultante ¢ um dos sintomas
classicos associados ao estado diabético (2).

A insulina é um hormoénio produzido pelas células [ das ilhotas de Langerhans
(Figura 1), estruturas que correspondem a por¢ao enddcrina do tecido pancredtico, sendo um
fator essencial no metabolismo dos carboidratos e gorduras. Desde sua descoberta por Banting
& Best (5), ha cerca de 90 anos, a insulina modificou drasticamente a vida de pacientes com
DMI1. Embora a terapia insulinica, baseada na administracdo do hormonio a partir de inje¢des
subcutaneas, seja capaz de atrasar ou até mesmo impedir o desenvolvimento de complicag¢des

tardias, pacientes denominados “hiperldbeis”, sujeitos a variacoes de glicemia amplas e
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frequentes, continuam a apresentar eventos hipoglicémicos preocupantes e muitas vezes fatais

(6-8). Nesses casos, o transplante de tecido produtor de insulina é uma terapia a se considerar.
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Figura 1: (A) Visdo esquemdtica de uma ilhota de Langerhans e (B) da secre¢éio de insulina por uma célula 3
pancredtica. [Adaptado de Terese Winslow e Lydia Kibiuk, 2001 (http://www.teresewinslow.com)].

1.2. Transplante de pancreas versus transplante de ilhotas pancreaticas

O transplante de pancreas 6rgao total € uma terapia que comegou a ser aplicada em
pacientes com DM1 em 1966, sendo, a principio, associado a altas taxas de morbidade e
mortalidade (9). Desde entdo, esse procedimento passou por avancos considerdveis,
permitindo que, atualmente, os grandes centros transplantadores consigam a manutencao da
homeostase glicémica a longo prazo, com cerca de 80% dos pacientes transplantados
independentes de insulina exdgena apds um ano da cirurgia (10; 11). O transplante de
pancreas estd associado a uma melhora na qualidade de vida (12) e até mesmo a reversdo de
algumas complicagdes tardias associadas ao DM1 (13). Apesar das vantagens que a terapia
oferece, esta ainda € uma intervencao cirtrgica de grande porte, que requer imunossupressao,
sendo indicada a um grupo seleto de pacientes, usualmente aqueles que passaram por um
transplante renal e dependem de um bom funcionamento do pancreas para o sucesso dos

tratamentos.
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O transplante de ilhotas pancredticas € uma alternativa interessante ao transplante de
pancreas para pacientes com DM1 hiperldbil. Trata-se de um procedimento tecnicamente mais
simples, que apresenta baixa morbidade pela simplicidade cirirgica e pela eliminacdo de
possiveis complicagdes associadas a presenca das enzimas exdcrinas, presentes no transplante
de pancreas 6rgao total. O fato de ser possivel manter as ilhotas em cultura por curtos
periodos oferece uma oportunidade impar de manipulagdo imunolégica destas células, assim
como o condicionamento do paciente, o que facilitaria a indugdo de tolerancia. Por todas estas
razdes, o transplante de ilhotas é uma estratégia bastante promissora para a corre¢do do DM 1
em individuos jovens, que ainda ndo apresentam complica¢des secunddrias (14; 15). Esse
procedimento foi inicialmente realizado em 1972, quando Lacy e colaboradores infundiram
ilhotas pancredticas na veia porta de camundongos diabéticos, levando os animais a
normoglicemia (16). Em 1990, foi publicado o primeiro transplante de ilhotas em um paciente
diabético, que manteve a independéncia de insulina ex6gena por 1 més (17). Devido a baixa
qualidade e quantidade das ilhotas isoladas e aos protocolos de imunossupressdo pouco
efetivos, a aplicacdo dessa terapia foi bastante limitada na década de 90, ndo passando de 8%
o numero de pacientes livres de insulinoterapia, um ano apds o transplante (18).

No ano 2000, o grupo de Edmonton anunciou um ensaio clinico no qual sete pacientes
com DMI1 receberam infusdes de ilhotas isoladas a partir de doadores de O6rgdos, tendo
atingido e mantido a independéncia de insulina exdgena por um ano (19). O sucesso associado
a este ensaio clinico deve-se as mudancas drasticas que foram realizadas nos protocolos de
imunossupressao, na selecdo dos pacientes e na qualidade e quantidade das ilhotas recém-
isoladas e implantadas. A partir de entdo, centros de todo o mundo vém unindo esfor¢os para
a melhoria dos protocolos utilizados pelo grupo de Edmonton. A taxa de independéncia de
insulina exdgena aumentou para 60%, um ano apds o transplante, e dados obtidos pelos

diferentes grupos mostram que, mesmo nos pacientes que retornaram a hiperglicemia, mas
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possuem uma liberagao residual de insulina, mantém-se a melhoria na qualidade de vida, com
uma reducdo significativa no nimero de episddios hipoglicémicos e uma potencial redugdo
das complicag¢des tardias do DM1 (20-23).

Apesar das estatisticas sobre o sucesso do transplante de ilhotas ainda diferirem
daquelas observadas para o transplante de pancreas, as publicacdes da ultima década mostram
que o tratamento através da terapia celular estd cada vez mais perto de se tornar uma opgao
igualmente eficaz (24). Entretanto, independente do tipo de transplante em questdo (pancreas
ou ilhotas), os pacientes devem ser submetidos a um regime rigoroso de imunossupressao
para permitir a sobrevivéncia do enxerto.

A imunossupressao estd associada a uma série de efeitos colaterais indesejaveis, como
nduseas, ulceracdes orais, diarréias, constipacdes, fadiga, anemia, edemas, tumores, acne,
feridas cutaneas, hipertensao, dislipidemia e neutropenia, deixando o paciente mais propenso
as infeccdes oportunistas (25; 26). Até mesmo para 0s agentes imunossupressores mais
modernos, utilizados no transplante de ilhotas atualmente, existem relatos de toxicidade e
atuacdo negativa sobre o enxerto (27-31). Nesse contexto, a imunoprote¢do das ilhotas
transplantadas na auséncia 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 pancreaticas

A producdo de microcdpsulas semipermedveis contendo proteinas ou células, para
aplicacdo bioldgica, foi inicialmente sugerida na década de 60 (32), introduzindo o termo
(13 " 29 . . Z Z

bioencapsulamento”. Resumidamente, a membrana semipermeavel, que envolve a célula
microencapsulada e preserva sua integridade morfoldgica e funcional, deve ser um obstaculo
fisico que impeca a entrada de anticorpos e células do sistema imune, no entanto, deve ser
permedvel a insulina, nutrientes, eletrélitos, oxigénio e glicose (33-37) (Figura 2A e B).

Cerca de vinte anos apds este primeiro relato, essa técnica foi utilizada, com sucesso, no
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encapsulamento e transplante de ilhotas pancredticas em ratos diabéticos, que mantiveram
taxas de glicemia normalizadas por vdrias semanas (38). Desde entdo, houve um progresso
considerdvel no refinamento dessa tecnologia e wuma aplicacdo crescente do
bioencapsulamento em modelos experimentais de DM1, incluindo roedores e primatas nao-
humanos (39-43), e, até mesmo, em testes clinicos com seres humanos (44-46). O
encapsulamento celular também vem sendo utilizado como ferramenta no tratamento
experimental de doengas como hemofilia (47-50), cancer (51-54), faléncia renal (55-57) e

deficiéncia hepdtica (58; 59).
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Figura 2: Encapsulamento de ilhotas: (A) Micrografia de uma microcdpsula contendo ilhotas pancreaticas. (B)
Desenho  esquemdtico representando o funcionamento de uma microcdpsula (adaptado de
www.cellprotect.com.br). (C) Exemplos de diferentes dispositivos utilizados na imunoprotecio de ilhotas
[adaptado de De Vos et al., 2002 (60)].
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Uma variedade de membranas e matrizes ja foi utilizada para se produzir estruturas
imunoprotetoras com diversas geometrias e propriedades fisico-quimicas (61; 62), incluindo
dispositivos de perfusdo vascular, macrocapsulas, microcdpsulas e cdpsulas de recobrimento
de superficie (nanocdpsulas) (Figura 2C) (37; 63). A necessidade de cirurgia vascular,
associada ao risco de trombose, limitou a utilizacdo dos dispositivos de perfusdo vascular
(64). Embora existam excecdes (65; 66), a aplicacdo clinica de macrocdpsulas esbarra no
transporte precdrio de oxigénio e nutrientes para as células encapsuladas (64). As técnicas de
encapsulamento por recobrimento de superficie ainda sdo aplicadas por poucos grupos,
mostrando-se, a principio, um tanto problemadticas, ja que estdo associadas a um risco maior
de resposta imune contra o enxerto, pois a distancia entre as ilhotas e o meio externo €&
grandemente reduzida, permitindo um acesso mais fécil as células pelos elementos do sistema
imune. Pouco a pouco, essa técnica vem ganhando mais espaco com o aprimoramento de seus
protocolos (36). Entretanto, a vasta maioria dos experimentos de imunoprotecdo descritos
utiliza-se das microcapsulas.
As microcapsulas possuem uma forma esférica € um tamanho que pode variar em
torno de 200 a 1000 wm em diametro. A distancia entre as células microencapsuladas e o
meio externo permite uma maior capacidade de difusdo, quando comparada a de
macrocépsulas, assim como uma melhor estabilidade mecanica (35). O material mais utilizado
na fabricacdo das microcdpsulas, com o objetivo de imunoprotec¢do celular, é o alginato de
sodio, um componente da parede celular de algas marrons. Formado por cadeias de dcidos
gulurdnico (G) e manurdnico (M), o alginato é capaz de se associar a certos cdtions
divalentes, como o Ba* e o Ca*?, formando um hidrogel (67) (Figura 3).
O alginato apresenta diversas vantagens quando comparado aos outros materiais
disponiveis (quitosana, agarose, poli-(HEMA-MMA), copolimeros de acrilonitrila,

polietilenoglicol - PEG, etc). Em primeiro lugar, ele ndo interfere com a funcionalidade das
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ilhotas (68-70), sendo um dos poucos materiais que pode se polimerizar e ser mantido em
condicdes fisioldgicas. Adicionalmente, alguns grupos demonstraram que ilhotas pancredticas
conseguem sobreviver melhor durante longos periodos de cultura, quando encapsuladas em
malha de alginato (71; 72). Uma explicagao plausivel seria a de que a matriz tridimensional
proveria um suporte para o crescimento das células da ilhota e preveniria a formacdo de
grumos, observada em cultura comum, que afetam a oxigenacdo e captacdo de nutrientes.
Finalmente, as microcdpsulas de alginato se mostraram estaveis in vivo, em experimentos com

animais e seres humanos (39-46).
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Figura 3: (A) Cadeia linear do alginato, formada por unidades de dcidos 3-D-manurdnico -M- e a-L-gulurénico
-G-, (B) Polimerizagio das cadeias de alginato, na presenga do cétion divalente Ca*?, (C) redes de alginato
polimerizado ricas em M e G, (D) polimerizagdo do alginato apds exposicio prolongada ao fon Ca** [Adaptado
de De Vos et al., 2006 (67)].

1.4. Os desafios do transplante de ilhotas microencapsuladas

A terapia através do transplante de ilhotas pancredticas microencapsuladas permitiria

que os pacientes se vissem livres da terapia imunossupressora. Entretanto, essa estratégia



23

terapéutica ainda enfrenta uma série de problemas que impedem a sobrevivéncia e
funcionalidade do enxerto. A inflamagdo resultante do transplante € critica para a
sobrevivéncia das ilhotas e pode ser mediada pelo biomaterial implantado, pelos
procedimentos cirirgicos necessarios para o implante do enxerto ou, ainda, pela liberagcao de
mediadores inflamatdrios pelas células encapsuladas (67).

A resposta inflamatdria associada aos biomateriais implantados é geralmente descrita
como um processo bioquimico dindmico (73-76), iniciado pela adsor¢ao nao-especifica de
proteinas a superficie do material, seguido pelo recrutamento de neutréfilos e macréfagos e
uma subsequente adesdo dessas células e também de fibroblastos sobre as microcapsulas (77),
num processo descrito como crescimento pericapsular. A intensidade da resposta inflamatéria
¢ dependente do sitio de transplante e das propriedades do material, como carga de superficie,
porosidade e grau de purificagdo (73). Por muitos anos, a baixa pureza dos materiais
utilizados na imunoprote¢ao celular foi considerada a principal causa de crescimento
pericapsular e falha do enxerto (67).

O alginato ndo-purificado contém altos niveis de polifendis, proteinas e endotoxinas
(78). Polifendis sdo conhecidos por sua toxicidade contra células e por poderem favorecer a
despolimerizacdo do alginato, enquanto as endotoxinas sdo potentes estimuladores do sistema
imune. Sendo assim, a purificacdo do alginato é necessdria antes deste material poder ser
utilizado no microencapsulamento celular. Baseando-se nisto, cientistas do mundo todo
focaram seus esfor¢os na melhoria do alginato utilizado em testes pré-clinicos. Uma série de
protocolos foram publicados (78-82) e, atualmente, é possivel comprar alginatos ultrapuros,
com niveis de endotoxina baixissimos, ideais para testes in vivo (Nova Matrix, Drammen,
Noruega). Ainda neste contexto, varios grupos passaram a produzir microcapsulas recobertas
por uma camada externa de PEG (83; 84) ou de policdtions, em particular polilisina (PLL) e

poliornitina (PLO) (85-87). Apesar da controvérsia encontrada na literatura sobre o real
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beneficio dessas substancias, o grupo liderado pelo Dr. Ricardo Calafiore descreveu
excelentes resultados com PLO em microcapsulas, o que abriu oportunidades para a aplicacdo
desta tecnologia em um ensaio clinico (45; 46). Além do foco na biocompatibilidade, a
aplicacdo de mudltiplas camadas prové mais resisténcia e estabilidade as cdpsulas. Outros
grupos apostaram na utilizacdo de microcdpsulas de alginato polimerizadas com Ba*?, ja que
apresentam uma resisténcia maior do que as membranas com Ca+2, mais comumente usadas,
e, em geral, observou-se uma 6tima biocompatibilidade nestes experimentos (88-93).

O procedimento cirtrgico para implante das microcdpsulas, apesar de minimamente
invasivo, induz uma resposta inflamatdria associada ao processo de reconstituicao tecidual e
cicatrizagdo (73). Em experimentos com animais que sO receberam solugcdo salina
intraperitoneal (86) ou subcutanea (94), ocorre o recrutamento significativo de neutréfilos, a
expressdo das citocinas inflamatérias IL-1P3 e IL-6 e do fator de transcri¢io NF-kB. Nao se
sabe exatamente se somente a resposta a cirurgia € capaz de lesar as ilhotas implantadas,
porém, como a inflamagdo é também desencadeada pelas células encapsuladas (67), esse
processo nao deve ser ignorado.

As ilhotas pancredticas isoladas tendem a produzir uma variedade de moléculas pro-
inflamatérias (95-100). Consequentemente, o transplante de ilhotas nao-encapsuladas, na
auséncia de imunossupressao, estd associada a uma grave resposta imune no periodo inicial
pos-transplante. Portanto, ndo € de surpreender que mecanismos similares estejam presentes
quando as ilhotas estdo encapsuladas, mesmo nao havendo contato célula-célula. Macréfagos
co-cultivados com ilhotas pancredticas microencapsuladas sao ativados prontamente e passam
a produzir uma série de moléculas inflamatdrias, como IL-1B, IL-6, TNFo ¢ MIP-2 (101;
102). No contexto de um transplante celular, a ativagdo imune causada tanto pelas células

implantadas, quanto pelo procedimento cirurgico € por possiveis fatores imunogénicos
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presentes no biomaterial, poderiam levar a faléncia do enxerto, através de um circulo vicioso

(67) (Figura 4).
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Figura 4: Circulo vicioso de ativagdo imune: Ilhotas liberam citocinas, que agem em conjunto com as citocinas

induzidas pelo procedimento cirtirgico, no recrutamento e ativa¢do de células inflamatdrias da vizinhanca do
enxerto e residentes [adaptado de De Vos et al., 2006 (67)].
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1.5. Sitios de transplante e estratégias para aumentar a sobrevida do enxerto

Com o objetivo de se prevenir a morte das ilhotas pancredticas transplantadas e
permitir uma maior duracdo funcional do enxerto, vdrias estratégias sdo utilizadas. Nas secoes
anteriores, diversos fatores que afetam o sucesso das células implantadas foram apontados.
Especificamente, a selecao do tipo de dispositivo utilizado (macrocdpsulas, microcapsulas,
etc), o biomaterial escolhido (alginato), a biocompatibilidade e estabilidade deste material, a
ativacdo imune decorrente tanto da pureza das formulacdes de ilhotas encapsuladas, como da
cirurgia e da producdo de mediadores inflamatdrios pelas células em si, sdo parametros
importantes para a predicdo de uma terapia de sucesso. Associado a esses fatores, o sitio de

implante desempenha um papel critico na sobrevivéncia funcional das ilhotas.
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Apesar do local clédssico de transplante de ilhotas nuas (ndo-encapsuladas) ser a veia
porta hepdtica, esse ndo € um local utilizado para transplantes de ilhotas microencapsuladas,
visto que as microcdpsulas possuem um tamanho inadequado, uma vez que podem causar
embolia. Usualmente, ilhotas encapsuladas sdo implantadas no sitio intraperitoneal ou, numa
escala menor, nos sitios subcutaneo e sob a cédpsula renal (103). Em nosso laboratério, os
implantes subcutaneos realizados levaram a uma maior agregacdo do enxerto devido a um
crescimento pericapsular intenso (dados ndo publicados). O transplante de ilhotas
microencapsuladas sob a cdpsula renal nao é possivel 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 sitio intraperitoneal.

Apesar de ser indicado para enxertos que ocupam um volume maior, o transplante no
sitio intraperitoneal estd associado a uma perda de ilhotas devido as condicdes de baixa de
oxigénacao (hipéxia) encontradas. Ilhotas encapsuladas sofrem de estresse hipdxico crénico e
irreversivel, ja que o oxigénio chega as células implantadas apenas por difusdo passiva (34).
A hip6xia € mais critica no centro das ilhotas, onde ¢ comum encontrar-se um coro necrético
(104). Ja foi demonstrado que ilhotas encapsuladas respondem a hipéxia com um aumento
nos niveis de mRNA da quimiocina MCP-1/CCL2 (96). Apesar deste fator poder ser
entendido como um sinal das células na promocdo da angiogénese (105), no contexto do
transplante, a atividade quimiotatica de MCP-1/CCL2 pode contribuir amplamente para a
faléncia do enxerto, por atrair macréfagos e ajudar a estabelecer o circulo vicioso de ativagdo
imune (106). Estratégias para se eliminar ou reduzir o impacto da hipdxia no transplante de
ilhotas sdo essenciais.

Outro fator importante, que atua diretamente na sobrevida de ilhotas isoladas, é a
perda de interacOes com a matriz extracelular (MEC) (104). A interacdo entre integrinas e

MEC afeta a adesdo entre as células das ilhotas, assim como a proliferacao, diferenciacdo e
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secrecdo de insulina, isto é, estd diretamente relacionada com a viabilidade e funcionalidade
celular (107-109). De fato, a secre¢c@o de insulina estimulada por glicose € melhorada quando
as ilhotas sao cultivadas em superficies tratadas com moléculas da MEC, como o coldgeno
tipo I ou IV, a laminina e a fibronectina (110-112). Essas descobertas abriram campo para
ensaios que envolvam a incorporagdo de elementos de MEC em biomateriais utilizados para o
microencapsulamento de ilhotas pancreaticas.

Baseados nessas premissas, os experimentos aqui descritos visam observar o efeito de
substancias classicamente associadas ao aumento de oxigenagao ou de interagdes com a MEC
sobre ilhotas microencapsuladas, com o objetivo de favorecer a viabilidade das células
implantadas.

1.6. Propostas de novas formulacoes 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 sédio e sulfato de
condroitina, numa formulacdo validada em diversos experimentos de estabilidade e
biocompatibilidade, tendo sido aplicada, com sucesso, em ensaios in vivo de reversdo 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 nivel de pureza adequado para testes
pré-clinicos. A adi¢@o do sulfato de condroitina oferece uma maior estabilidade mecanica as
microcdpsulas, sendo este um composto ndo-imunogénico presente na MEC.

A partir do biomaterial Biodritina, duas novas formulacdes foram desenvolvidas. A
primeira se propde a diminuir o impacto da hipoxia sobre as ilhotas imunoprotegidas, através

da adicao do perfluorocarbono (PFC), um composto j4 utilizado na oxigenagdo tecidual. A
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segunda formulacdo é focada no estresse causado pela perda dos elementos da MEC e visa

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

1.6.1. Perfluorocarbonos (PFCs)

Carreadores artificiais de oxigénio, como os PFCs, tém o potencial de melhorar o
transporte deste gds, assim como sequestrar diéxido de carbono. PFCs s@o hidrocarbonetos
nos quais a maioria ou todos os dtomos de hidrogénio foram substituidos por d&tomos de flior
(Figura 5). Uma das vantagens tnicas desses compostos € a capacidade de dissolver grandes
volumes de gases respiratorios, que ocupam ‘“‘cavidades moleculares” entre as moléculas de
PFC, sem o envolvimento de reacdes quimicas. Os PFCs tém sido aplicados em diversos
sistemas biomédicos, como na criacdo de sangue artificial, no transporte de O6rgdos, na
oxigenacdo sanguinea durante cirurgias, na inducdo de cicatriza¢do de feridas, na forma de
um agente de contraste em imageamento por ultrassom e, ainda, na oxigenacdo de meios de
cultura de plantas, bactérias, fungos e células de inseto e mamifero. A utilizacdo de PFCs ¢é
vantajosa, nesses sistemas, devido a sua disponibilidade comercial e por serem facilmente
esterilizados, recuperados e reciclados, além de serem substancias quimica e biologicamente
inertes (115). A aplicacdo de PFCs em malhas de alginato j4 foi relatada por alguns grupos,
estando, na maioria dos casos, associada a um beneficio funcional para as células
microencapsuladas (116-119). Entretanto, experimentos in vivo de transplante de ilhotas

microencapsuladas, na presenca de PFC, ainda ndo haviam sido descritos.

F2 F2

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

LNs sd@ao moléculas de adesdo celular que compreendem uma familia de glicoproteinas
encontrada predominantemente em membranas basais. Essas moléculas se apresentam na
forma de trimeros, consistindo de cadeias o, B e v, estruturadas de maneira a dar origem a
uma série de dominios globulares e cilindricos (Figura 6). LNs interagem entre si, formando
arranjos que permanecem em intima associagdo com células, através da interagdo com
receptores de superficie (120). LNs sdo vitais para uma miriade de processos fisioldgicos,
como o desenvolvimento inicial do embrido, organogénese, construcao tecidual e regulacdo
de funcdes celulares, tais como: adesao, migracdo, proliferacdo, diferenciagdo e morte celular
programada (121; 122). Estas fun¢des s@o mediadas, principalmente, por integrinas, proteinas
de membrana celular que atuam como receptores para moléculas da MEC. Experimentos
realizados em nosso laboratério demonstraram que a adicdo de LN ao meio de cultura de
ilhotas humanas, contendo o hormdnio prolactina, induziu uma maior secre¢do de insulina
frente ao estimulo de glicose (123). Na literatura, podem ser encontrados véarios relatos como
esse, evidenciando o efeito benéfico da LN e elementos da MEC em culturas de ilhotas,
linhagens de células B e pseudoilhotas, inclusive em experimentos in vitro de encapsulamento
de células em hidrogéis (124-128). Contudo, experimentos envolvendo o
microencapsulamento e transplante de ilhotas pancreédticas em biomaterial contendo LN, em

animais dizbetizados, ainda ndo haviam sido descritos.

Cadeia y

Dominios _-\t8#
globulares

Figura 6: Modelo representativo da estrutura da laminina-111, evidenciando as cadeias o, B e 7 e os dominios
globulares e cilindrico.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Este trabalho tem, como objetivo geral, a avaliagdo in vitro e in vivo de novas formulagdes
de biomateriais, visando o microencapsulamento e transplante de ilhotas pancredticas para
a reversao do diabetes induzido em animais.

2.2. Objetivos Especificos

(%

1. Obter, a partir da Biodritina, biomateriais contendo PFC ou LN, adequados
producdo de microcdpsulas.

2. Avaliar a estabilidade das microcdpsulas obtidas a partir de testes de resisténcia a
temperatura, meio de cultura, rotagdo e estresse osmotico.

3. Analisar a biocompatibilidade das microcdpsulas vazias através de ensaios in vitro,
pela capacidade de ativagdo de macréfagos em cultura, e in vivo, por implante no
sitio i.p. de camundongos.

4. Avaliar o efeito do microencapsulamento com as novas formulacdes sobre a
expressdo génica, ao nivel de mRNA e proteina, e a atividade enzimética de ilhotas
pancredticas em cultura, sob condi¢des de normdxia e hipdxia.

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 tolerancia a glicose.

6. Analisar a eficicia do enxerto apds a recuperacdo das ilhotas microencapsuladas
transplantadas, através do monitoramento da glicemia dos animais.

7. Avaliar a biocompatibilidade das microcdpsulas recuperadas e a atividade funcional
das ilhotas em seu interior, através de andlises microscopicas e teste de liberacdo de

insulina, respectivamente.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Obtencao das formulacoes de biomateriais

O biomaterial Biodritina foi preparado através da mistura de 80% de alginato de célcio
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 diluidos em NaCl 0,15 M para uma concentragdo final de 1,2% e
0,325%, respectivamente, e essa solucdo foi utilizada, também, na preparacido da formulacao
de LN-Biodritina.

Para a produ¢do de PFC-Biodritina, uma solucao-estoque de PFC e alginato de célcio
foi previamente preparada, a partir de uma mistura contendo 10% de Perfluorodecaline
(Fluoromed APF-140HP, Texas, Estados Unidos) e 90% de uma solu¢do de alginato 1,2%
(UP LGV, Nova Matrix, FMC Biopolymer, Drammen, Noruega). Para que esta mistura fosse
estdvel, foi necessdrio um passo adicional de emulsificacio em um processador de fluidos
(Microfluidics M-110S, MA, Estados Unidos), na presenca 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 pressao constante de 5000 PSI
e temperatura em torno de 25° C. A solugdo final de PFC-Biodritina foi obtida através da
mistura de 20% da solugdo-estoque de PFC-Alginato e 80% de Biodritina.

O biomaterial LN-Biodritina foi preparado através da adi¢do de 10 pg/mL de Laminina
1 (Invitrogen, CA, Estados Unidos) a soluc¢do de Biodritina.

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

experimentos e utilizou-se a concentracdo 1,2%, em NaCl 0,15 mol/L.
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3.2. Inducio quimica do diabetes mellitus em animais

Todos os procedimentos experimentais realizados com animais seguiram protocolos
aprovados pela Comissdo de Etica em Cuidados e Uso Animal (CECUA), do Instituto de
Quimica da USP. Ratos Wistar e camundongos Balb/C foram mantidos no Biotério Geral do
Instituto de Quimica e da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP, em gaiolas com livre
acesso a comida e dgua, exceto durante o decorrer de alguns experimentos de curta-duragdo,
nos quais era necessdario um periodo de jejum alimentar, em ambiente com temperatura e
luminosidade controladas. Camundongos Balb/C foram tornados diabéticos por injecdo
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 glicémica, realizada
por punc¢do da veia caudal, e pesagem. A freqiiéncia de monitoramento foi didria, na primeira
semana, € semanal a partir dai. Os camundongos foram considerados diabéticos quando
apresentavam trés medidas sequenciais acima de 200 mg/dL. Animais diabetizados recebiam
hidratacdo por injecdo subcutanea de Ringer lactato (Laboratério Sanobiol, MG, Brasil), a
cada sete dias.

3.3. Isolamento e purificacao de ilhotas pancreaticas de ratos

As ilhotas pancredticas 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 injecdo intramuscular de acepromazina (Univet/Vetnil) (2,5 mg/Kg) e,
apés 5 minutos, anestesiados com uma mistura de cetamina (75 mg/Kg) (Univet/Vetnil) e
xilazina (10 mg/Kg) (Coopazine/Coopers). Apés tricotomia abdominal e antissepsia com uma
solu¢do de povidona iodada (Riodeine Tépico — Rioquimica), realizou-se uma laparotomia
mediana ventral. O ducto pancredtico foi identificado, clampeado préximo a sua comunica¢ao
com o duodeno e uma canula foi inserida na sua por¢ao adjacente ao figado, para que fosse

realizada a infusdo de 10 mL de uma solu¢do da enzima colagenase (Liberase RI, Roche) na
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concentracdo de 0,17 mg/mL. Em seguida, o animal foi exsanguinado através do corte de
vasos mesentéricos e o pancreas foi cuidadosamente extraido, lavado em solucdo salina
gelada e, apdés a remocgao de linfonodos e excesso de gordura, cortado em pedacos menores e
mantido no gelo até o momento da digestdo enzimatica.

Durante a digestdo, os pancreas foram mantidos em tubos, em banho-Maria, a 37° C,
por 20 min. O material digerido foi passado através de uma peneira de 800 wm e lavado em
meio RPMI-1640 (LGC Biotecnologia). Ap6s uma breve centrifugacdo (1 minuto, 100g), o
sedimento foi ressuspenso em 10 mL de Ficoll (F2637, Sigma Aldrich) com densidade de
1,110 g/cm3 e trés outras camadas de Ficoll (densidades 1,096, 1,069 ¢ 1,037 g/cm3 ) foram
cuidadosamente adicionadas para que se formasse um gradiente descontinuo, capaz de induzir
a separagdo das ilhotas do restante do tecido pancredtico. Apds centrifugacdo 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 CO,, a 37° C.

A contagem da quantidade de ilhotas obtidas por isolamento e a avaliacdo da pureza
das mesmas foram realizadas através da coloragdo por ditizona (Sigma) e observagao sob
microscopio invertido (Nikon Corporation, Tokyo, Japdao). A ditizona possui uma cor
vermelha, sendo capaz de se ligar ao zinco, presente nos granulos de insulina, corando, dessa
forma, somente as células B (Figura 7). O nimero total de ilhotas pode, entdo, ser obtido e

seus tamanhos aferidos, com a ajuda de uma objetiva acoplada a uma grade de medidas.
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Figura 7: (A) e (B) Ilhotas pancredticas de rato coradas com ditizona e visualizadas em microscépio invertido
no aumento de 100x. Em (B), medida dos tamanhos das ilhotas: cada lado dos quadrados que compdem a grade
possui 100 pm.

3.4. Avaliacao da atividade funcional in vitro de ilhotas pancreaticas recém-isoladas

Ilhotas de rato obtidas a partir de trés isolamentos distintos foram submetidas ao teste
de secrecdo de insulina frente ao estimulo de glicose. Para a realizacdo do ensaio, cerca de
1000 ilhotas foram divididas em trés pocos 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. Apds incubacdo de 1h, a 37° C, em estufa com atmosfera de 5% de CO,,
parte do sobrenadante foi retirado e armazenado a -20° C. Em seguida, 0 mesmo meio
preparado com 20 mM de glicose foi adicionado ao volume existente, a fim de se obter uma
concentracdo de 16,7 mM. Depois de mais 1h de incubagdo, a 37° C, o sobrenadante também
foi guardado a -20° C para andlise futura do contetido de insulina secretada pelas ilhotas.

A concentracdo de insulina das amostras foi obtida por radioimunoensaio (RIA), apds
centrifugacdo a 750g, por 20 min, a 4° C. Este método baseia-se na competicdo entre a
insulina marcada com o radioisétopo '*’I (Amersham Biosciences, Inglaterra) e a insulina
nio-marcada (presente na amostra) por um anticorpo anti-insulina (1:200). Uma curva-padrao
foi preparada utilizando-se concentracdes conhecidas de insulina ndo-marcada (0,2; 0,4; 1,0;
2,0; 4,0; e 8,0 ng/mL). A partir dos resultados da curva padrdo, foi possivel determinar a

concentracdo de insulina presente nas amostras. O complexo antigeno-anticorpo foi
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precipitado pela adsor¢do do hormdnio ao polietilenoglicol (PM 6000), o sobrenadante foi
descartado e a dosagem da radiacdo presente no precipitado foi realizada em um contador
gama (Perkin Elmer, MA, Estados Unidos).

3.5. Cultivo da linhagem de macrofagos RAW264.7

A linhagem celular de macr6fagos 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 pg/mL de estreptomicina (Sigma), 25 pg/mL de ampicilina
(USBCorporation, Cleveland, Ohio, EUA), e 10% SFB (Cultilab), a temperatura de 37°C sob
atmosfera de 5% de CO,. O meio de cultura foi trocado a cada trés dias e as culturas foram
tripsinizadas, para subcultivo, quando atingiam uma densidade de aproximadamente 90% da
densidade de saturacdo. Os estoques celulares foram mantidos em meio de cultura contendo
10% de dimetilsulféxido (DMSO) (Merck) a -190°C, em reservatério contendo nitrogénio
liquido.

3.6. Producao de microcapsulas e microencapsulamento de ilhotas pancreaticas

Microcépsulas foram obtidas através da extrusdo das solucdes 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 aplica¢do de um fluxo de
ar modulavel (ar comprimido medicinal, Air Products Brasil LTDA) ao redor da agulha faz
com que seja possivel o controle do tamanho da gota liberada. Nos experimentos aqui
descritos, utilizou-se um fluxo de 2,2 L/min. Apds o desprendimento da agulha, as gotas caem
em uma solugdo de gelificacdo (pH 7,2), composta de BaCl, (20mM) (Merck) e Hepes (20
mM) (Sigma), onde as microcdpsulas sdo formadas pela interacdo entre o ion Ba*™ e as
cadeias de alginato (Figura 8). Com o fluxo de ar especificado acima, a maior parte das

microcapsulas apresentava didmetros variando entre 700 e 1000 pm. Apds o final desse
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processo, as capsulas permaneciam por mais 5 min na solu¢do de gelificacdao, quando eram,
entdo, lavadas com NaCl 0,15M. Finalmente, as microcdpsulas eram aeradas com uma

mistura de ar medicinal filtrada (21% O,), passo necessario para a oxigenagao da formulagdo

contendo PFC.
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Figura 8: Esquema ilustrativo do processo de producdo de microcdpsulas. (A) Producdo de microcdpsulas
através do gotejamento em solugdo contendo fons Ba*. (B) Intera¢des entre o fon Ba** e as cadeias de alginato.
[Adaptado de Li et al., 2012 (129)].

Para a producdao de microcdpsulas contendo ilhotas, a suspensdo celular foi
homogeneizada com as solucdes de Biodritina, PFC-Biodritina ou LN-Biodritina testadas,
utilizando-se a propor¢ao de 8.000 ilhotas de rato por mL de biomaterial € os mesmos passos

descritos acima.

3.7. Ensaios de estabilidade das microcapsulas

Foram realizados cinco testes de estabilidade com as microcdpsulas produzidas a partir
das formulacdes de Biodritina, PFC-Biodritina e LN-Biodritina, analisando-se, em todos eles,
uma possivel variacdo no diadmetro das cdpsulas, assim como o numero de estruturas
rompidas. Da mesma maneira, antes de se iniciar os diferentes testes, 100 microcdpsulas de

cada formulacdo tiveram seu diametro determinado em um microscépio de contraste de fase,
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utilizando-se essa informacdo como controle dos experimentos (Tempo 0). Ao final de cada
periodo de tempo experimental, outras 100 cdpsulas foram avaliadas.

O primeiro ensaio de estabilidade realizado foi chamado de Teste de “Temperatura”.
Para a avaliacdo da estabilidade térmica, 0,5 mL de microcdpsulas foram colocadas em tubos
de 1,5 mL, contendo uma solu¢do de NaCl 0,15 M e mantidas em termociclador por 1 e 24h a
37° ou 40° C. O segundo ensaio foi denominado Teste de “Cultura”, consistindo na
manutencdo de 0,5 mL de microcdpsulas em placas de 6 pocos, em meio RPMI-1640
contendo 10% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab), em estufa com atmosfera de 5% de CO,,
por 30 dias, a 37° C. O terceiro teste foi o “Rotacional”, no qual 0,5 mL de microcapsulas
foram mantidas em tubos conicos de 15 mL, em NaCl 0,15 M, sob rotacdo constante de 150
RPM por 30 dias, a 28° C. O quarto ensaio foi chamado de Teste “Misto”, por ser uma
mistura dos anteriores, num experimento onde 0,5 mL de microcdpsulas, em tubos conicos de
50 mL, foram desafiadas quanto a temperatura (37° C), rotacdo (150 RPM) e cultura (RPMI-
1640), por até 30 dias. Por fim, 0,5 mL das diferentes cdpsulas foram submetidas ao chamado
Teste “Explosivo”, onde foram incubadas com dgua destilada, em tubos conicos de 50 mL,
por 30 dias, a temperatura ambiente.

3.8. Ensaios de biocompatibilidade das microcapsulas

Com o objetivo de se avaliar a biocompatibilidade das formula¢des de biomateriais,
dois testes foram propostos.
3.8.1. Avaliacio da biocompatibilidade de capsulas através da co-incubacdo com

macrofagos

O primeiro ensaio de biocompatibilidade se baseou na capacidade de ativagdo da
linhagem RAW264.7 de macréfagos pelas impurezas presentes em materiais. Cem
microcdpsulas de cada formulagdo de alginato ultrapuro (Biodritina, PFC-Biodritina e LN-

Biodritina) e de um alginato comercial (Sigma, A-2033) foram co-incubadas com 10°
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macréfagos, em meio DMEM suplementado com 10% SFB, em estufa com atmosfera de 5%
de CO,, a 37° C, por até 24h, em triplicatas. Ap6s 3, 9 e 24h de cultivo junto as cdpsulas, os
macréfagos foram recolhidos, lisados e submetidos a ensaios de RT-PCR quantitativo (qQRT-
PCR) para determinar os niveis de expressdo génica das citocinas inflamatérias IL1 e TNFa,
conforme detalhado abaixo. Macréfagos tratados com lipopolissacarideo (LPS) (2 pg/mL)
foram usados como controle positivo de ativagao e macréfagos nao-incubados com capsulas,
e ndo tratados, foram utilizados como controle negativo.

a. Extracido de RNA total

O RNA total dos macr6fagos foi obtido utilizando-se o método de extracdo por Fenol-
Cloroférmio (Trizol, Invitrogen), através do seguinte protocolo: 300 puL do reagente Trizol
foram adicionados as amostras de macréfagos. Em seguida, adicionou-se 0,2 mL de
cloroférmio (Merck) e os microtubos foram agitados vigorosamente num vortex e deixados
em repouso por 15 minutos a 4° C. Apds centrifugagido a 12.000g, por 15 minutos, a 4° 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 -20° C por meia
hora e os microtubos foram novamente centrifugados a 12.000g, por 15 minutos, a 4° C, e os
sobrenadantes foram descartados. Adicionou-se 1 mL de dlcool 95% (Merck) e, apds agitacao
em vortex, pode-se perceber claramente a presenca de um precipitado branco. Apds uma nova
centrifuga¢do a 12.000g, por 15 minutos, a 4° C, o sobrenadante foi descartado e o microtubo
foi emborcado em papel de filtro e, cerca de 1 minuto depois, foram adicionados 40 uL de
dgua ultrapura (Milli-Q, Millipore). A partir de 1 uL. do RNA total, estimou-se a concentragao
através de leitura espectrofotométrica a 260/280 nm, no aparelho ND-1000 — NanoDropR
(Wilmington, Delaware, EUA). As amostras foram, entdo, mantidas a -80° C até o momento

de producao das fitas de cDNA.
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b. Producao de fitas de cDNA

A partir de 1 pg de RNA total extraido das ilhotas encapsuladas, foram construidas
fitas simples de cDNA por transcricdo reversa, utilizando-se a enzima Super Script III
(Invitrogen). Para tanto, cada amostra de RNA foi submetida a uma reacdo contendo 0,5 pL.
de Oligo dT (0,5 pg/ul) (Invitrogen), 0,5 uL de random primers (100 ng/uL) (Invitrogen) e
IpL de dNTPs (10 mM) (Invitrogen) para um volume final de 12 pl.. As amostras foram
incubadas a 75° C, por 10 minutos, para desnaturacdo das moléculas e, em seguida, foram
adicionados 2 pL do tampdo de sintese da primeira fita, 2 pl. de DTT (0,1 mol/L)
(Invitrogen), 0,5 pL. de RNase OUT (40 U/uL) (Invitrogen), 1 pL. da enzima Super Script 111
(Invitrogen) e 2,5 pL. de dgua ultrapura para um volume final de 20 pL. A reagdo foi incubada
por 10 minutos, a 25° C, e, em seguida, por 2h a 50° C e 10 minutos a 72° C. Para degradar o
RNA, adicionou-se 1 pul. de RNase H (5 U/uL) em cada reacdo, seguida de uma nova
incubac@o a 37°C, por 30 minutos, e 72°C, por 10 minutos, para a inativacdo da enzima em
questao.

c. Primers utilizados e teste de eficiéncia

Os primers utilizados nas reacdes de PCR quantitativo (qPCR), a partir do cDNA
produzido, foram construidos utilizando-se o software Primer Express, versao 3.0 (Applied

Biosystems, CA, Estados Unidos) e suas sequéncias estdo representadas na Tabela 1.

Tabela 1: Sequéncias de primers utilizados nos ensaios de co-incubagdo de microcdpsulas e macréfagos
RAW264.7

Gene Sequéncia Forward Sequéncia Reverse
IL-15 5-AGTTGACGGACCCCAAAAGA-3’ 5-GGACAGCCCAGGTCAAAGG-3
INFa 5-CCACGCTCTTCTGTCTACTGAACTT-3' 5-TGAGAGGGAGGCCATTTGG-3’

Hprt 5'GCTGAAGATTTGGAAAGGTGT 3’ 5'ACAGAGGGCCACAATGTGAT 3’
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Para o cdlculo da eficiéncia dos primers, foram realizadas reacdes de amplificacdo

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

diluidos em série (1:30, 1:60, 1:120, 1:240, 1:480). A andlise da regressao linear dos valores

de Cts em funcdo do logaritmo da respectiva diluicdo fornece o coeficiente angular da reta (a,

em y=ax+b), que € utilizado para cdlculo da eficiéncia de amplificacdo do produto pelos
primers, utilizando-se a formula: Ef = 10 V/co¢ficiente angular)

d. Ensaio de qRT-PCR

A partir do cDNA dos macréfagos, realizou-se o ensaio de qRT-PCR para avaliar a
expressdo dos genes de interesse IL-1B, TNFa e do gene end6geno HPRT, utilizado como
controle. Para a quantificacdo do produto formado durante as reagdes de qRT-PCR foi
utilizado o reagente SYBR Green Dye (Applied Biosystems). Todas as reacdoes de qRT-PCR
foram montadas com 3 uL. do cDNA sintetizado anteriormente, diluido 30 vezes em tampao
TE (Tris-HCI 10 mM; EDTA 1 mM, pH 8,0), 3 uL. do conjunto de primers (Forward e
Reverse) e 6 uL 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 desnaturag@o inicial de 10 minutos a 95° C e 40 ciclos de amplifica¢do (30 segundos
de desnaturagdo a 95° C e 1 minuto de anelamento e extensdo a 60° C).

O gerenciamento do termociclador e a coleta dos dados gerados durante a
amplificacdo foram realizados pelo programa computacional GeneAmp 5700 (Applied
Biosystems). Na andlise inicial dos dados, estabeleceu-se um valor arbitrario de corte na fase
exponencial da amplificacdo do gene. Assim, foi possivel obter o threshold cycle (Ct) da
amostra, que nada mais é que o nimero de ciclos necessdrios para que tal amostra atinja o
valor de corte. A especificidade do sinal foi confirmada através da andlise das curvas de
dissocia¢do do produto amplificado. A partir dai, calculou-se a diferenca entre a média dos

Cts da amostra de referéncia (macr6fago ndo-incubado) e das amostras estudadas (macréfagos
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incubados com cdpsulas de Biodritina, PFC-Biodritina e LN-Biodritina). Essa diferenca &
chamada de ACp e foi obtida tanto para a expressdo dos genes-alvos quanto do gene
enddégeno de referéncia hprt. Esse valor € aplicado a férmula seguinte (Pfaffl, 2001), que leva
em consideracdo a eficiéncia apresentada pelos primers, para que a razio obtida seja a mais

proxima possivel da variacao real da expressao génica:

3.8.2. Avaliacdo da biocompatibilidade de capsulas apds o implante em animais

No segundo ensaio de biocompatibilidade, 200 microcdpsulas de cada formulacao
foram implantadas no sitio intraperitoneal de camundongos Balb/C imunocompetentes, com
aproximadamente 8 semanas de vida. Para isto, os animais foram anestesiados com o
anestésico inalatério isofluorano (Isoforine, Cristdlia). Através de uma pequena incisao
ventral (<0,5 cm), as microcdpsulas de Biodritina, PFC-Biodritina e LN-Biodritina foram
inseridas, com a ajuda de um cateter Jelco de calibre 14G. O peritonio e a pele foram
suturados com os fios cirirgicos CATGUT 5.0 e Nylon 6.0, respectivamente. Os animais
receberam, ainda, uma injecdo subcutanea de acepromazina 0,2% (Acepran, UNIVET), sendo
mantidos em uma gaiola aquecida e observados até que ja estivessem se movimentando e se
alimentando normalmente. As microcdpsulas foram recuperadas 7 e 30 dias pds-implante,
apds os animais serem anestesiados com cetamina e xilazina (como descrito anteriormente) €
terem sido submetidos a um lavado peritoneal, com solu¢dao de NaCl 0,15 M aquecida a 37°
C. Os camundongos foram sacrificados, ao final do procedimento, por “overdose” dos
mesmos anestésicos.

A andlise de cépsulas escolhidas ao acaso foi comparativa em relacdo a uma
observacdo pré-implante de 100 microcdpsulas. A porcentagem das microcdpsulas
recuperadas foi obtida e as mesmas foram lavadas com NaCl 0,15 M e observadas ao

microscOpio de contraste de fase. Além da avaliacio dos didmetros de, pelo menos, 50
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capsulas escolhidas aleatoriamente, a presenca de células aderidas a superficie das cdpsulas

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

Tabela 2: Classificagdo do crescimento pericapsular encontrado em microcdpsulas recuperadas de
camundongos Balb/C imunocompetentes

Crescimento pericapsular

Inexistente Moderado Grave Extremo
(cépsulas limpas) (< 25% da érea afetada) (25 a75% da area afetada) | (>75% da area afetada)

3.9. Ensaios de cultivo de ilhotas microencapsuladas em condi¢ées de norméxia e

hipéxia

Para avaliar se as novas formulagdes de biomateriais, PFC-Biodritina e LN-Biodritina,
seriam capazes de modular a expressdo génica e proteica de ilhotas pancredticas
microencapsuladas, um ensaio in vitro foi proposto. Como existe uma perda proeminente de
ilhotas nos primeiros dias pds-isolamento, optou-se por observar o efeito da adi¢cdo de PFC ou
LN a Biodritina, num experimento de cultura de ilhotas encapsuladas por 48h. Cerca de 2.000
ilhotas microencapsuladas, por condi¢ao, foram mantidas a 37° C em meio CMRL 1066 com
10% SFB, em estufa com atmosfera de 5% de CO,. Em ensaios paralelos, para testar o efeito
da oxigenacdo conferida pelo PFC, ilhotas encapsuladas nas formulacdes PFC-Biodritina e
Biodritina (controle) foram mantidas no mesmo meio de cultura, por 48h, em atmosfera de
hipéxia (cerca de 1% de O,), a 37° C.

Para a realizacdo do ensaio em hipdxia, utilizou-se um aparato que impedia a troca de
gases entre a atmosfera da camara interna e do meio externo (Figura 9). As garrafas de cultura
com ilhotas microencapsuladas eram mantidas numa mistura de gases contendo 1% de O,, 5%
de CO; e 94% de N,. A concentracdo de O, era monitorada 3 vezes ao dia com a ajuda de um
oximetro (Modelo DG-400, Instrutherm, Sdo Paulo, Brasil) e, se necessario, a mistura de

gases era novamente infundida na camara.
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Figura 9: Representagdo esquematica da cadmara de hipdxia utilizada nos experimentos de cultura de ilhotas
microencapsuladas em atmosfera de 1% de O,.

3.9.1. Analise da expressao génica

Ao final das 48h de cultura, as ilhotas encapsuladas dos ensaios de normdxia e hipéxia

foram recolhidas, submetidas a extracdo de RNA total, seguida da producdo de fitas de cDNA

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

N

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

estresse celular e fungdo das ilhotas. O gene de expressao constitutiva hprt foi utilizado como

controle endégeno nesses experimentos.

Tabela 3: Sequéncia de primers utilizados nos ensaios de norméxia e hipdxia

Genes Sequéncia Forward Sequéncia Reverse
bad 5-CAGGCAGCCAATAACAGTCA-3 5°-TCCCTTCATCTTCCTCAGTCC-3’
bax 5"-CAAGAAGCTGAGCGAGTGTC-3’ 5-GAAGTTGCCGTCTGCAAACA-3’
caspase 3 5-TGGACAGCAGTTACAAAATGGA-3 5’-GCGAGCTGACATTCCAGTG-3
bcl-2 5"-ATGTGTGTGGAGAGCGTCAA-3’ 5-ACAGTTCCACAAAGGCATCC-3
bel-xL 5°-CAGACCCAGTGAGTGAGCAG-3’ 5°-CCGGTTGCTCTGAGACATTT-3
xiap 5"-GGCCAGACTATGCCCATTTA-3’ 5"-CCACCACAACAAAAGCATTG-3
hsp70 5-TTGACAAGAGCATGGCAGTC-3' 5-AGTTGCCCACTGGATTAACG-3
mep-1 5-AGTGTCCCAAAGAAGCTGTGATC-3’ 5-TGTCCAGGTGGTCCATGGA-3’
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Idh 5’-CACATGCCCAACAATGACTC-3’ 5’- TAATGGCGGCTCTCACTTCT-3’

insulina | | 5’-CCCTAAGTGACCAGCTACAATCATAG-3 | 5-TTTGACAAAAGCCTGGGCAGGCTT-3’

insulina Il | 5 -CTAAGTGACCAGCTACAGTCGGAA-3’ 5-GGCTCCCAGAGGATGAGCAG-3’

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

3.9.2. Analise de expressao proteica e ensaio de atividade de Caspase 3

A partir dos resultados de modulacdao da expressdo génica, obtidos pelos ensaios de
gRT-PCR, alguns genes associados a apoptose foram escolhidos para testes de Western
Blotting, visando observar se uma modulacdo proteica desses fatores ocorria nesse periodo
experimental. Para tal, o cultivo de ilhotas microencapsuladas, mantidas em atmosfera de
normoxia e hipdxia, foi repetido.

Ap6és 48h de cultura, as ilhotas pancredticas foram transferidas para
microtubos contendo solucdo 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 NazVOy, ; 25 mM de NaF , phosphatase inhibitor mix (Sigma-
Aldrich) e protease inhibitor mix (GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido), a 4° C e
quebradas mecanicamente. As amostras foram, entdo, 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-padrao, nas concentracdes de 2,5 a 10ug/mL. As amostras foram
aliquotadas e mantidas no freezer a -80° C até o momento da realizacdo dos ensaios de

Western Blotting.

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

submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida sob condi¢cdes desnaturantes (SDS-

PAGE). A malha de poliacrilamida variou entre 8 e 12%, dependendo da massa molecular da
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proteina que se pretendia analisar, utilizando-se uma tensdo de 90 V durante os primeiros 30
minutos e 110 V durante as 2h subsequentes. O padrido proteico utilizado compreendia
proteinas de massas moleculares de 5,7 a 170,8 kDa (Bench Mark, Invitrogen). As proteinas
foram transferidas para membranas de nitrocelulose (Amershan-Hybond-P PVDF Membrane,
GE Healthcare) por transferéncia umida, em tampao de transferéncia (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 solucdo de bloqueio (PBS contendo 5% de
leite desnatado em p6 ou BSA + 0,1% de Tween 20), a 4°C durante 18h. Apds este periodo,
as membranas foram lavadas com PBS contendo 0,1% de Tween 20, por 10 min (3 vezes), e
incubadas overnight sob agitacdo, em geladeira, com anticorpo primdrio para as proteinas 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 proteina de
expressdo constitutiva GAPDH (Santa Cruz, Estados Unidos), em solu¢ao de PBS + 0,1%
Tween 20, na concentracdo de 1:200. Apds esse periodo de incubacdo, as membranas foram
lavadas 3 vezes, por 10 minutos cada, com PBS + 0,1% de Tween 20 e, entdo, incubadas por
1h a temperatura ambiente, com anticorpo secunddrio apropriado, conjugado a 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 remocdo dos
anticorpos numa solu¢do de stripping (SDS 2%; 62,5 mM Tris-HCI pH 6,8; 100 mM -
mercaptoetanol), a 60° C, por 30 min. A membrana era lavada por 15 min em PBS, re-
incubada com solucdo de bloqueio para sitios inespecificos, e, entdo, incubada com o novo
anticorpo primério. Apds a revelacdo, a intensidade das bandas obtidas foi analisada por

densitometria utilizando-se o programa ImageQuant (GE LifeSciences) e a expressdo
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diferencial foi analisada, através da diferenca entre os valores das densitometrias dos
anticorpos primdrios especificos e os valores de = GAPDH dos mesmos extratos
proteicos. Finalmente, os valores de amostras provenientes de ilhotas microencapsuladas nas
novas formulagdes contendo PFC e LN foram comparados ao valor encontrado para

Biodritina.

A partir do extrato proteico ja quantificado, realizou-se, ainda, a mensuracdo da
atividade de Caspase 3, com o kit Caspase-3 Fluorimetric Assay (BioVision, CA, Estados
Unidos), seguindo as especificagdes do fabricante. Os valores sdo expressos em relacdo a

Biodritina.

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

acompanhamento da eficacia 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 0 mesmo protocolo para o implante de capsulas
vazias, descrito no item 3.8.2. Apds o procedimento cirdrgico, a massa corporal e a glicemia
foram monitoradas diariamente, na primeira semana, e semanalmente desde entdo. Os dados
foram sempre obtidos na parte da manha, sem jejum prévio. Durante todo o periodo que os
animais mativeram os implantes, uma solu¢do de Ringer-lactato foi administrada no sitio
subcutdneo a cada sete dias. Animais diabetizados, que receberam somente cdpsulas de
Biodritina vazias (SHAM), e ndo diabetizados, formaram os grupos controle. Um grupo de
animais diabéticos recebeu ilhotas ndo-encapsuladas para se evidenciar a eficiéncia 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 ébito antes do fim

do periodo experimental. Os animais eram considerados parte do experimento quando
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mantinham a normoglicemia pés-implante por pelo menos 30 dias. Individuos que voltaram a
hiperglicemia antes do primeiro més pds-transplante foram retirados do ensaio e sacrificados

em camara de CO».

Com o objetivo de se avaliar a fun¢do das ilhotas implantadas in vivo, foi realizado o
teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) aos 60 e 100 dias pds-transplante. Para tanto, os
camundongos foram mantidos em jejum nas 6 horas anteriores ao teste. Apds este periodo,
tiveram sua glicemia monitorada por puncao da veia caudal e receberam, por gavagem, uma
solucdo glicosada na dose 6g/Kg. Os animais tiveram suas glicemias mensuradas nos tempos
15, 30, 45, 60, 90 e 120 minutos apds a administracao de glicose. Um grupo de animais nao
diabetizados serviu como controle do experimento. A maior parte dos dados obtidos é de
camundongos normoglicémicos. Entretanto, aos 100 dias apds o transplante, alguns animais
se apresentavam hiperglicémicos, sendo analisados como grupos separados, de acordo com o

tipo de microcdpsula que receberam.

Para se confirmar a eficiéncia das ilhotas implantadas na manutencdo da
normoglicemia nos camundongos, o enxerto foi removido de alguns animais, 0os mesmos
foram mantidos vivos e sua glicemia foi monitorada nos dias subsequentes. A recuperacdo das
microcdpsulas foi realizada por lavado peritoneal, como descrito no item 3.8.2., entretanto,
optou-se pela anestesia inalatdria com isofluorano. Exceto para um animal que recebeu ilhotas
microencapsuladas com Biodritina e passou pela cirurgia de remoc¢ao do enxerto 35 dias pds-
transplante, todos os demais individuos tiveram as microcdpsulas com ilhotas recuperadas

apo6s 200 dias.

3.11. Analise das microcapsulas e das ilhotas pancreaticas recuperadas de animais

transplantados
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As microcdpsulas recuperadas, tanto de animais normoglicémicos quanto

hiperglicémicos, foram analisadas de acordo com o inchago e crescimento pericapsular

apresentados. Apds serem lavadas em NaCl 0,15M, as cédpsulas foram observadas sob

microscépio Optico. Os didmetros de pelo menos 50 microcdpsulas foram determinados e

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

“<50%”, quando ocupava menos da metade da drea da cdpsula, ou “>50%”, quando as
capsulas apresentavam mais células aderidas.

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

um teste estitico de secre¢do de insulina estimulada por glicose, como detalhado no tépico

34.
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4. Resultados

4.1. Formulacdes de microcapsulas

Microcéapsulas de Biodritina, PFC-Biodritina e LN-Biodritina foram produzidas
conforme especificado nos Materiais € Métodos. As diferentes formulagdes de biomateriais
levaram a confeccdo de céapsulas similares em diametro e morfologia, como observado por
microscopia Optica (Figura 10), apesar das microcapsulas de PFC-Biodritina apresentarem

uma colora¢ao mais opaca, proveniente dos surfactantes utilizados em sua producao.
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Figura 10: Diferentes formulacdes de microcdpsulas utilizadas neste trabalho — (A) Biodritina, (B) PFC-
Biodritina e (C) LN-Biodritina

4.2. Avaliacdo da estabilidade mecénica e térmica das microcapsulas

Com o intuito de se avaliar se as duas novas formula¢des de microcdpsulas apresentavam
uma estabilidade desejdvel e compativel com aquela observada para Biodritina (114), alguns
testes in vitro foram propostos. Em ensaios onde as microcdpsulas foram incubadas sob
diferentes temperaturas (37 ou 40°C), em meio de cultura (RPMI + SFB 5%), sob rotagio
(150 RPM) ou, ainda, sob a interferéncia de todos estes fatores (teste “misto”), por periodos
de tempo pré-determinados, todas as microcdpsulas se mantiveram estdveis, apresentando
um diadmetro igual ao inicial (Figura 11 — A, B, C e D). Entretanto, quando as diferentes
microcdpsulas foram submetidas ao estresse osmdtico, ao serem incubadas em &4gua
destilada, no teste denominado “explosivo”, houve um aumento significativo para todos os

grupos, apds os 15 minutos iniciais, o que se manteve apds 30 dias (Figura 11 — E).
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Figura 11: Variacdo do didmetro das diferentes microcdpsulas submetidas aos seguintes testes (A)
Temperatura — incubag¢do de microcdpsulas em NaCl a 37 ou 40°C, por por até 24h; (B) Cultura —
microcdpsulas mantidas em meio de cultura RPMI + 5% SFB, a 37°C, por 30 dias; (C) Rotacional —
Microcépsulas em NaCl sob rotagido (150 RPM), a 28°C, por 30 dias; (D) Misto — Microcépsulas incubadas
em meio RPMI + 5% SFB, a 37°C, sob rotagdo (150 RPM), por até 30 dias; e (E) Explosivo —
microcdpsulas mantidas em &4gua destilada por até 30 dias. Os resultados representam triplicatas
experimentais + EPM. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 referentes & medida inicial dos didmetros (tempo

0).
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Para os trés grupos, o incha¢o das microcdpsulas foi similar, entretanto, nio foi
observado um nimero relevante de capsulas rompidas.

4.3. Avaliacao da biocompatibilidade das microcapsulas

As diferentes formulagdes de microcdpsulas foram avaliadas quanto a sua
biocompatibilidade através de duas estratégias experimentais distintas. O primeiro teste
utilizado foi baseado na coincubacdo de microcdpsulas com macréfagos da linhagem

RAW264.7 (Figura 12).
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Figura 12: Expresséo génica de (A) ILIf e (B) TNFa em cultura de macréfagos RAW264.7 (M), co-incubados
com microcédpsulas de Biodritina, PFC-Biodritina, LN-Biodritina e alginato comercial (SIGMA) por 3, 9 e 24h.
LPS foi utilizado como controle positivo. Os dados estdo normalizados com relacdo a macréfagos em cultura ndo
co-incubados com nenhum dos biomateriais utilizados (controle, indicado pela linha tracejada). Hprt foi o gene
de expressdo constitutiva utilizado como referéncia. Os resultados representam triplicatas experimentais + EPM.
*p<0,05 referente ao controle.
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Ap6s periodos de 3, 9 e 24 horas, o RNA total dos macréfagos foi extraido, fitas de
cDNA foram obtidas e ensaios de qRT-PCR conduzidos com o intuito de se observar niveis
de mRNA das citocinas inflamatérias IL1f e TNFa, indicadoras da ativagdo dessas células.
LPS foi utilizado como controle positivo. Macréfagos em cultura, ndo incubados com
microcdpsulas, foram utilizados como controle negativo. Um alginato comercial (SIGMA),
que ndo passa pelo mesmo processo de ultrapurificagdo do alginato comumente utilizado em
nossos experimentos, foi testado. Nenhuma das trés formulagdes de microcapsulas utilizadas
estimulou a produgio de mRNA de ILIf ou TNFaq, nos periodos de tempo de cultura
observados. Entretanto, o alginato comercial da SIGMA estimulou a expressao génica de
ambas as citocinas ap6s 24h de cultura.

No segundo teste, apds serem implantadas na regido intra-peritoneal de camundongos
Balb/C, as microcdpsulas de Biodritina, PFC-Biodritina e LN-Biodritina foram resgatadas
através de lavado peritoneal, 7 e 30 dias pés-implante. O primeiro parametro avaliado foi a
recuperacdo das microcdpsulas (Figura 13), ndo havendo diferencas estatisticamente

significativas entre a quantidade média (cerca de 85%) obtida para cada grupo.
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Figura 13: Porcentagem de recuperagdo das microcdpsulas, através de lavado peritoneal, 7 e 30 dias apds o
implante. Ndo houve diferenca significativa entre os grupos. Os resultados representam triplicatas
experimentais + EPM.
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Em seguida, através de microscopia 6ptica, analisou-se a abrangéncia do crescimento

pericapsular encontrado (Figura 14).

A

Figura 14: Exemplos de microcdpsulas 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 microcdpsulas analisadas foram consideradas livres de células
aderidas em sua superficie (Figuras 14A e 15A) e em torno de 25 a 30% apresentavam um
crescimento pericapsular “moderado”, ocupando menos de 25% de sua area (Figuras 14B e
15B). Somente cerca de 5% de todas as microcdpsulas analisadas apresentavam um
crescimento pericapsular “grave” (entre 25 e 75% da area) (Figura 14C) ou “extremo” (Figura

14D), no qual mais de 75% da érea foi atingida.
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Figura 15: Porcentagem de microcapsulas recuperadas limpas (A) ou apresentando crescimento pericapsular
moderado (B), 7 e 30 dias ap6s o implante. Ndo houve diferenca significativa entre os grupos. Os resultados
representam triplicatas experimentais + EPM

Finalmente, realizou-se a medida dos diametros das cdpsulas recuperadas e constatou-
se que houve um aumento significativo observado para os trés grupos, ja aos 7 dias pos-

implante, que se manteve apos 30 dias (Figura 16). O inchaco das microcdpsulas representa
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um aumento de cerca de 50% no didmetro das mesmas, ndo havendo diferenca entre os

biomateriais testados.
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Figura 16: Aumento no didmetro das microcdpsulas recuperadas, 7 e 30 dias ap6s o implante. As trés
formulacgdes testadas demonstraram resultados similares. Nao houve diferenca significativa entre os trés grupos
testados. Os resultados representam triplicatas experimentais + EPM. **p<0,01, ***p<0,001 referentes a
medida inicial dos didmetros (tempo 0).

4.4. Ensaio in vitro de funcionalidade de ilhotas pancreaticas isoladas

Antes de iniciar os experimentos com ilhotas, a funcdo dessas células foi avaliada em
experimentos de liberacdo de insulina frente ao estimulo de glicose. Cerca de 1.000 ilhotas de
rato, recém-isoladas, foram incubadas por 1h, em meio RPMI-1640 sem soro, inicialmente em
baixa concentracdo 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 trés experimentos independentes, com
preparagdes de ilhotas ndo microencapsuladas. Os resultados, apresentados como indice de
liberacao de insulina (Figura 17), mostram um aumento de, no minimo, 2x na secre¢do desse

hormonio na presenca de uma alta concentracao de glicose.
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Figura 17: Indice de estimulo de secrecdo de insulina por ilhotas nuas recém-isoladas apés incubacdo com

baixa (2,8 mM) e alta (16,7 mM) concentra¢do de glicose. Cada barra representa a média da triplicata de um
experimento independente + EPM.

4.5. Expressao génica, ao nivel de RNA e proteinas, de ilhotas microencapsuladas e

cultivadas em condicoes de normoxia e hipoxia

Ap6s a avaliagdo da estabilidade e biocompatibilidade das novas formulagdes de
microcdpsulas, experimentos in vitro com ilhotas pancredticas microencapsuladas (Figura 18)
foram propostos, com o objetivo de se analisar uma possivel modulacdo da expressdo

diferencial de genes e proteinas associados a apoptose, estresse e funcio celular.

llhotas microencapsuladas llhotas microencapsuladas llhotas microencapsuladas
comBiodritina com PFC-Biodritina comLN-Biodritina

Figura 18: Ilhotas microencapsuladas com diferentes formulagdes, observadas sob microscépio 6ptico no
aumento de 40x

Os resultados descritos abaixo referem-se a ilhotas pancredticas encapsuladas

mantidas em cultura em condi¢des de normoéxia (21% O,) e hipdxia (1% O,) nas primeiras 48
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horas pds-isolamento destas células. Ensaios de qRT-PCR foram realizados com amostras de
ilhotas microencapsuladas com Biodritina, PFC-Biodritina e LN-Biodritina. A expressao de
genes relacionados a apoptose (pré-apoptoticos bad, bax e caspase3 | antiapoptoticos bcl2,
bcl-XL e xiap), estresse (hsp70, mepl/ccl2 e lactato desidrogenase - Idh) e funcdo das ilhotas

(insulina I e II) foi analisada (Figura 19).
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Figura 19: Expressdo de genes relacionados a apoptose, estresse e funcdo celular em amostras de ilhotas
pancredticas microencapsuladas com diferentes formulagcdes de biomaterial e mantidas em cultura em (A)
normoxia ou (B) hipéxia por 48 horas. Os resultados representam triplicatas experimentais £ EPM. A expressdo
génica foi normalizada em relagdo ao controle Biodritina (linha tracejada). Hprt foi o gene de expressdo
constitutiva utilizado como referéncia. *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001.

De maneira geral, na condicio de normoéxia (Figura 19A), na qual as novas

formulacdes PFC-Biodritina e LN-Biodritina foram testadas frente a Biodritina, pode-se
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observar um aumento na expressao de genes antiapoptéticos e de insulinas I e II, assim como
uma diminui¢do na expressdo de genes pré-apoptéticos e relacionados a estresse. As duas
excecoes que fogem a esse padrdo sdo Idh e insulina II, em ilhotas microencapsuladas com
LN-Biodritina.

Ja na condicdo de hip6xia, somente a nova formulac¢do contendo PFC foi comparada a
Biodritina, pois a mesma estd associada a um aumento na oxigenag¢ao das microcdpsulas. A
Figura 19B mostra resultados similares ao encontrado no ensaio de normoéxia, exceto para os
niveis de mRNA de caspase3 e xiap, que antagonizam o resultado previamente obtido.

A partir da andlise dos resultados de qRT-PCR, trés proteinas associadas ao processo
de apoptose foram selecionadas para ensaios de Western Blotting: Bax, Bcl-XL e Xiap. Nos
ensaios realizados em condi¢do de normoéxia, somente ilhotas microencapsuladas com LN-
Biodritina foram eficientes na modulag¢do proteica diferencial, induzindo um aumento nos

niveis das proteinas antiapoptéticas Bcl-XL e Xiap (Figura 20A).
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Figura 20: Expressdo de proteinas relacionadas ao processo de apoptose em amostras de ilhotas pancredticas
microencapsuladas com diferentes formulacdes de biomaterial e mantidas em cultura em (A) norméxia ou (B)
hipéxia por 48 horas. Os resultados representam triplicatas experimentais + EPM. A expressdo génica foi
normalizada em relagdo ao controle Biodritina (linha tracejada). GAPDH foi a proteina de expressdo constitutiva
utilizada como referéncia. *p<0,05

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

apresentaram niveis reduzidos da proteina pré-apoptética Bax (Figura 20B).
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Além disto, a atividade de Caspase 3 foi mensurada, por um ensaio colorimétrico, a

partir de uma aliquota das mesmas amostras de extrato proteico de ilhotas microencapsuladas,
utilizadas nos ensaios de Western Blotting. A Figura 21 mostra que niao houve diferenca
significativa na atividade de Caspase 3 entre os trés grupos testados, tanto nos ensaios de

normoxia (Figura 21A) quanto nos de hipéxia (Figura 21B).
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Figura 21: Mensuragdo da atividade de Caspase 3 em amostras de ilhotas pancredticas microencapsuladas com
diferentes formulagdes de biomaterial e mantidas em cultura em (A) normoxia ou (B) hipdxia por 48 horas. Os
resultados representam triplicatas experimentais + EPM. Os valores de atividade enzimdtica foram normalizados
em relag@o ao controle Biodritina.

4.6. Reversao do Diabetes Mellitus em camundongos através do transplante de
ilhotas pancreaticas microencapsuladas

Com o objetivo de se estabelecer se as novas formulagdes de microcapsulas, PFC-
Biodritina e LN-Biodritina, oferecem maiores beneficios as ilhotas pancredticas
transplantadas, quando comparadas ao biomaterial-base Biodritina, ensaios de reversao 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 cdpsulas vazias de
Biodritina e foi utilizado como controle negativo. Um grupo de animais recebeu ilhotas nao

encapsuladas (ilhotas nuas) e foi mantido para que se evidenciasse a eficiéncia da utilizagcdo
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do microencapsulamento na protecdo do enxerto. Por fim, camundongos ndo diabetizados
foram mantidos para comparagao com os demais grupos tratados.

O acompanhamento dos camundongos envolveu tanto a avaliagdo de sua massa
corpérea quanto de sua glicemia. Os animais que receberam ilhotas microencapsuladas
conseguiram manter um ganho de peso similar ao do grupo ndo-diabetizado (Figura 22). Ja os
animais transplantados com ilhotas nuas apresentaram um ganho de massa corporal
equivalente ao grupo SHAM, a partir do dia 20 pds-transplante, e se mantiveram assim até
serem sacrificados ou atingirem o O6bito. Durante todo o periodo experimental, nao houve

diferencga de peso entre os animais que receberam os trés biomateriais testados.

-0~ Sham (n=9)
linotas Nuas (n=4)

—e— Biodritina (n=11)

-+ PFC-Biodritina (n=9)
LM-Biodritina (n=12)

-+ Controle ndo-diabético (n=8)

Massa Corporal (g)

] ] LI
0 20 40 €0 80 100 120 140 160 180 20

Dias ap6s o transplante

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 pds-transplante. O
grupo SHAM recebeu cédpsulas de Biodritina vazias. Animais ndo diabetizados foram usados como controles.
Cada ponto representa a média do nimero de animais testados + EPM.

As andlises dos niveis glicémicos (Figura 23A) mostraram que todos os grupos que
receberam transplante de ilhotas pancredticas microencapsuladas atingiram a normoglicemia
nos dias subsequentes a cirurgia, independente do tipo de biomaterial envolvido. J4 o grupo
transplantado com ilhotas nuas ndo apresentou variacdo significativa em seus niveis
glicémicos, mantendo-se similar ao controle SHAM por todo o periodo experimental. No

grafico da Figura 23A, as diferencgas entre os animais que receberam as distintas formulagdes
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de microcdpsulas tornam-se visiveis somente por volta de 150 dias pds-transplante, quando €
possivel afirmar que o biomaterial LN-Biodritina consegue manter o enxerto funcional por

um periodo mais longo que os demais, como observado pelos niveis glicémicos mais baixos.
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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 pés-transplante. O grupo
SHAM recebeu cdpsulas de Biodritina vazias. Animais ndo diabetizados foram usados como controles. Cada
ponto representa a média de animais testados + EPM. (B) Quantidade de animais normoglicémicos ao longo
200 dias pés-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 sdo apresentados somente os dados relativos aos grupos transplantados

com ilhotas microencapsuladas nas formula¢des de interesse, porém, de maneira mais clara,

através de um gréfico de Kaplan-Meyer, que, neste caso, avalia a variacdo na quantidade de

animais normoglicémicos ao longo do tempo. Apds 198 dias do transplante, 60% dos

camundongos do grupo LN-Biodritina apresentaram niveis glicémicos desejdveis, frente a
somente 11% e 9% dos grupos PFC-Biodritina e Biodritina, respectivamente.

A diferenca entre animais normoglicémicos, transplantados ou controles, e

hiperglicémicos foi visivel desde a primeira semana pds-diabetizacdo, como demonstrado na

Figura 24.

Figura 24: Fotos demonstrativas de camundongos (A) diabético hiperglicémico e (B) transplantado
normoglicémico.

Durante todo o periodo dos experimentos de reversio do Diabetes Mellitus, o
acompanhamento da glicemia foi essencial para o monitoramento da funcionalidade das
ilhotas microencapsuladas transplantadas. Entretanto, para se obter uma andlise mais refinada
do comportamento funcional do enxerto, foram realizados testes orais de tolerdncia a glicose
(TOTG) em torno de 60 e 100 dias pds-transplante (Figura 25), tanto em animais que
receberam ilhotas encapsuladas, quanto nos grupos SHAM e de animais ndo diabetizados.
Nao houve diferencas significativas entre os grupos Biodritina, PFC-Biodritina e LN-
Biodritina. Contudo, camundongos que receberam ilhotas encapsuladas na formulacdo

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

padrdo no TOTG realizado 100 dias pos-transplante (Figura 25B).

600+

500-¥

Sham (n=9})

Biodritina (n=10)
PFC-Biodritina (n=13)
LN-Biodritina (n=14)

Controle ndo-diabético (n=11)

Glicemia (mg/dL)

U T T T 1
0 30 60 90 120
Tempo apos ingestdo de Glicose (min)

—— Sham (n=4)

—=- Biodritina (n=4)
-o0- PFC-Biodritina (n=4)
-
<

Glicemia (mg/dL)

LN-Biodritina (n=9)
Controle ndo-diabético (n=11)

D T T T
0 30 60 a0 120
Tempo apos ingestdo de Glicose (min)

C

600

500
§ 400 -~ Sham (n=4)
g -a- Biodritina hiperglicémico (n=1)
g 300 -0 LN-Biodritina hiperglicémico (n=2)
3 —o— Controle ndo-diabético (n=11)
w 200w

D T T T
0 30 60 a0 120
Tempo apos ingestdo de Glicose (min)

Figura 25: Teste oral de tolerancia a glicose realizado em camundongos Balb/C, transplantados com ilhotas
microencapsuladas com as formulacdes de Biodritina, PFC-Biodritina e LN-Biodritina, ap6s (A) 60 e (B e C)
100 dias pés-implante. As setas sélidas indicam os pontos onde o grupo LN-Biodritina foi significativamente
diferente do controle ndo-diabético. As setas tracejadas indicam os pontos onde tanto o grupo LN-Biodritina
quanto o PFC-Biodritina diferem do controle ndo diabetizado. Cada ponto representa a média do niimero de
animais testados + EPM. Para todas as diferencas citadas, p<0,05.
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A Figura 25C mostra a variagdo na glicemia de camundongos transplantados com
ilhotas microencapsuladas com Biodritina ou LN-Biodritina, mas que se apresentavam
hiperglicémicos no momento do teste (100 dias pdés-transplante). As curvas observadas para
ambos os grupos sao similares a do controle diabético SHAM.

Para a confirmacdo de que a normoglicemia apresentada pelos camundongos, pés-
transplante, era mantida pelas ilhotas microencapsuladas implantadas e nao por uma possivel
regeneracdo do pancreas enddcrino, alguns enxertos foram retirados, através de lavado
peritoneal, os respectivos animais foram mantidos vivos e sua variacdo glicémica
acompanhada nas semanas subsequentes. A Figura 26 mostra que, ap0ds a retirada das ilhotas

microencapsuladas, todos os camundongos voltaram a apresentar hiperglicemia.
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Figura 26: Varia¢do da glicemia de camundongos transplantados com ilhotas microencapsuladas em (A)
Biodritina, (B) PFC-Biodritina e (C) LN-Biodritina antes e apds a retirada das microcdpsulas por lavado
peritoneal. A linha tracejada indica a variacdo dos niveis glicEémicos pds-recuperagdo do enxerto. Cada ponto
representa a média do nimero de animais testados + EPM

4.7. Analise de microcapsulas e ilhotas recuperadas de animais normoglicémicos e

hiperglicémicos

A recuperacdo do enxerto dos animais transplantados permitiu uma reavaliagdo das
microcdpsulas implantadas e das ilhotas nelas contidas. As andlises foram realizadas em
termos de animais que estavam normoglicémicos ou hiperglicémicos, ji que a variagao
encontrada entre os grupos que receberam diferentes formulacdes de cédpsulas era muito
grande e o nimero de animais por grupo, muitas vezes, nao permitia analises estatisticas.

A porcentagem de recuperacdo das microcdpsulas estd demonstrada na Figura 27 e
representa o que foi obtido através do lavado peritoneal. Nos animais normoglicémicos,
realizou-se uma lavagem intraperitoneal mais rapida, tomando-se todo o cuidado no manuseio
dos camundongos, j4 que os mesmos estavam sob anestesia inalatéria e deveriam ser
mantidos vivos. Ja para o grupo hiperglicémico, o procedimento foi realizado em animais
recém-sacrificados, o que permitiu uma ampla laparotomia ventral e um nimero maior de
lavagens. Entretanto, ndo houve diferenca significativa entre os dois grupos. A porcentagem

de microcdpsulas recuperadas também ndo difere daquela encontrada para capsulas vazias,
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nos experimentos de biocompatibilidade (Figura 13), ap6s 7 ou 30 dias pds-implante das

mesmas.
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Figura 27: Porcentagem de recuperagdo das microcdpsulas de camundongos Balb/C transplantados,
normoglicémicos e hiperglicémicos. Nao houve diferenca significativa entre os grupos. Cada barra representa a
média do nimero de animais avaliados + EPM

O diametro das microcdpsulas foi analisado (Figura 28) para se avaliar se ocorreu

inchago in vivo, como observado nas microcapsulas dos testes de biocompatibilidade (Figura

16). Contudo, apesar de terem sido encontradas microcdpsulas evidentemente maiores,

principalmente no grupo normoglicémico, esse ndo foi um padrdo visto em todos os animais.

Sendo assim, na compilacdo dos dados, ndo foi encontrada diferenca estatistica para a medida

do didmetro das cédpsulas transplantadas.
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Figura 28: Razdo de aumento no diadmetro das microcdpsulas recuperadas de camundongos Balb/C
transplantados, normoglicémicos ou hiperglicémicos. Nao houve diferenga significativa entre os grupos. Cada
barra representa a média do nimero de animais avaliados + EPM.



66
A andlise do crescimento pericapsular das microcdpsulas recuperadas (Figura 29)
mostrou que cerca de 65% das estruturas analisadas, no grupo de animais hiperglicémicos,
apresentava mais da metade da drea tomada por células aderidas (>50%). Para o grupo
normoglicémico, a porcentagem ficou em torno de 40%, mostrando que a manutencdo de
niveis glicémicos abaixo de 200mg/dL tem influéncia direta na intensidade do crescimento
pericapsular encontrado nas cdpsulas enxertadas. Esse padrao 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.
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Figura 29: Crescimento pericapsular em microcdpsulas recuperadas de camundongos Balb/C transplantados,
normoglicémicos ou hiperglicémicos. (A) Porcentagem de cdpsulas apresentando <50% ou >50% de células
aderidas em sua superficie. Cada barra representa a média do niimero de animais avaliados = EPM. *p<0,05.
Micrografias de cdpsulas classificadas como >50% (B) e <50% (C) de acordo com a intensidade do
crescimento pericapsular observado.
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As ilhotas presentes nas cdpsulas recuperadas foram avaliadas quanto a sua
funcionalidade, frente ao teste de liberacdo de insulina em resposta a estimulo de glicose
(Figura 30). O indice de liberagdo de insulina encontrado ndo foi diferente entre os grupos
normoglicémico e hiperglicémico. Entretanto, somente ilhotas microencapsuladas obtidas de
animais normoglicémicos apresentaram uma secrecdo de insulina significativamente
aumentada, quando estimuldas com alta concentracdo de glicose, o que sugere que tais células
foram capazes de manter uma resposta funcional mais preservada, quando comparadas ao

grupo hiperglicémico.
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Figura 30: Indice de estimulo de secrecio de insulina por ilhotas microencapsuladas recuperadas de
camundongos Balb/C transplantados, normoglicémicos ou hiperglicémicos, apds incubag¢do com baixa (2,8
mM) e alta (16,7 mM) concentrag@o de glicose. Cada barra representa a média do nimero de animais avaliados
+ EPM. *p<0,05 em relag@o a baixa de glicose (linha pontilhada).
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5. Discussao

Apesar da simplicidade do conceito do microencapsulamento celular, o progresso
observado, neste campo, nas ultimas décadas ndo atendeu as expectativas. Ilhotas
encapsuladas apresentam um desempenho in vivo bem inferior aquele desejado, gracas a uma
biocompatibilidade duvidosa, imunoprotecdo limitada e comprometimento da viabilidade e
fun¢do celulares por fatores como hipéxia e perda do suporte da MEC. Nos estudos aqui
apresentados, procurou-se diminuir o estresse sobre as ilhotas pancredticas
microencapsuladas, através da utilizagdo de polimeros inovadores (PFC-Biodritina e LN-
Biodritina) (Figura 10), visando atingir uma maior sobrevivéncia e funcionalidade destas
células e, consequentemente, ampliar o sucesso obtido no transplante.

Conforme mencionado anteriormente, o biomaterial Biodritina j4 foi objeto de estudo
em nosso laboratério, tendo sido o foco de uma tese de Doutorado (114), na qual passou por
uma série de ensaios que estabeleceram, entre outros parametros, o tipo de alginato ideal,
assim como sua concentragdo (60% G, 1,2% alginato), o ion de polimeriza¢dao mais adequado
(Ba*?), além de comparar a estabilidade, biocompatibilidade e aplicacao das microcédpsulas de
Biodritina com as formulagdes mais utilizadas na literatura. Trata-se de um material adequado
ao transplante experimental de ilhotas e, sendo assim, foi utilizado como base para a geragdo
de novos biomateriais, que possam adicionar vantagens aquelas ja conferidas pela Biodritina.

5.1. Estabilidades térmica e mecanica das microcapsulas

A estabilidade das cédpsulas de alginato e a preven¢do da sua ruptura sdo parametros
importantes para a fun¢do apropriada do transplante de ilhotas microencapsuladas. Diversas
varidveis afetam a for¢a mecanica e a durabilidade destas estruturas, como o cétion utilizado
no cross-linking das cadeias do polimero e a taxa de dcidos manurdnico e gulurdnico (130;
131). Uma barreira significativa na utilizacdo do alginato para o microencapsulamento celular

€ o fendmeno do inchaco capsular, que pode, em udltima instancia, levar a desintegracdo do
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polimero e a rapida destruicdo das células em seu interior. Em cédpsulas vazias, este processo
estd associado ao aumento da higroscopia no interior do material, em parte causado pelos
cations nio-quelados. Outro fator que colabora para o inchago € a troca quimica que ocorre
entre o cation utilizado na polimerizagio e o Na* presente nas solu¢des salinas de lavagem e
de estocagem das capsulas, o que acaba por diminuir a interagdo entre as cadeias de alginato
(131-134). Os testes de estabilidade aplicados nesta tese sdo comumente utilizados para a
andlise de microcdpsulas (130-132; 135-140), englobando alguns parametros 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 mecanicos.

A Figura 11 (A, B, C e D) mostra que ndao houve variacio do tamanho das
microcdpsulas em experimentos onde as mesmas foram submetidas a diferentes temperaturas,
meio de cultura ou salina e estresse rotacional. A quantidade de estruturas rompidas também
ndo foi diferente da inicial. As microcdpsulas utilizadas s@o produzidas a partir de um alginato
contendo 60% de G e gelificadas na presenca de Ba*?, parametros associados a produgdo de
um biomaterial mais estdvel e menos propenso a rupturas (132; 138). Tradicionalmente, o
cition Ca** tem sido usado no encapsulamento celular. Entretanto, cdpsulas polimerizadas
com Ca*® sdo mais sensiveis a agentes quelantes, como fosfato e citrato, e agentes ndo-
gelificantes, como fons Na* e Mg+2, e acabam por apresentar um inchaco pronunciado ao
serem submetidas a testes de estabilidade na presenca de solucgdes fisioldgicas ou meio de
cultura (138). Para aumentar a estabilidade e reduzir a permeabilidade de tais cdpsulas, uma
camada de polications € normalmente adicionada (PLL ou PLO). Contudo, apesar dos bons
resultados obtidos com PLO, vérios estudos mostraram que a adi¢do de PLL € toxica para as
células (86; 141; 142), induzindo o recrutamento de células do sistema imune e um rapido

crescimento pericapsular fibrotico. Sendo assim, acreditamos que os bons resultados de
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estabilidade obtidos aqui refletem uma escolha adequada do alginato e do fon de
polimerizagao.

Ja no teste “Explosivo”, no qual cdpsulas sdo mantidas sob estresse osmoético, em dgua
destilada, houve um grande aumento no diametro, em torno de 30%, ja observado ap6s 15
minutos do ensaio e mantido apés 30 dias (Figura 11E). Ensaios como este sdo comuns e
tentam mostrar a resisténcia do biomaterial a um estresse que, na maioria das vezes, leva ao
rompimento das estruturas. Quanto maior a absorcdo de dgua, menor a interacdo entre as
cadeias de alginato e maior a instabilidade do polimero (131). Entretanto, o inchaco das
microcdpsulas ndo se correlacionou com um aumento na porcentagem de quebra das mesmas.

Estes ensaios foram importantes para avaliar a resisténcia das microcdpsulas durante
os processos de produgdo e manipulagdo, assim como para prever o comportamento das
estruturas apds o implante. Tais resultados sugerem que as formulagdes utilizadas apresentam,
in vitro, uma Otima resisténcia aos testes de estabilidade, associada a uma elasticidade
desejavel. A adi¢do de PFC ou LN néao alterou o resultado de qualquer um dos experimentos,
mostrando que as novas formula¢des apresentam o mesmo comportamento encontrado para as
microcapsulas de Biodritina.

5.2. Biocompatibilidade das microcapsulas

A membrana utilizada no encapsulamento celular deve ser biocompativel e ndo
estimular a ativacdo imune no organismo receptor ou nas células em seu interior. A
biocompatibilidade dos materiais reflete uma série de caracteristicas que influenciam o
sucesso do enxerto (143; 144). Idealmente, as microcdpsulas ndo devem gerar reacao tecidual
fibrética, ativar macréfagos ou estimular a liberacdo de citocinas e agentes citotoxicos (145;
146). Além disto, o biomaterial deve apresentar caracteristicas de permeabilidade desejdveis e
deve ser quimicamente estdvel e fisicamente durdvel, para suportar o ambiente in vivo (74).

Apesar da influéncia da composicdo do alginato (propor¢des de G e M) ter sido bastante
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discutida, estudos abrangendo varias composicdes deste polimero mostraram que o seu grau
de pureza é o que realmente importa (147).

5.2.1. Ensaio de biocompatibilidade in vitro: coincubacdo de microcapsulas e

macrofagos

Para atestar a biocompatibilidade das microcapsulas utilizadas, um teste de co-
incubacgdo de capsulas vazias e macréfagos, ja descrito e validado por Juste e colaboradores,
foi utilizado (141). Macréfagos residentes da cavidade peritoneal podem ser facilmente
ativados por impurezas presentes nos materiais utilizados para encapsulamento de células,
liberando uma variedade de agentes citotoxicos, como citocinas e Oxido nitrico (102).
Especificamente, a resposta dos macréfagos ocorre num periodo inicial, logo apds o

transplante das ilhotas microencapsuladas, e as citocinas inflamatérias liberadas, IL1-f e

N

TNF-q, estdo diretamente associadas a apoptose e necrose do enxerto (148; 149). Dessa
maneira, este estudo in vitro visava observar o efeito tanto da purificacio do biomaterial
utilizado, como da adicdo de PFC e LN a Biodritina. Ndo foram utilizados macréfagos
retirados do sitio intraperitoneal, visto que outros relatos demonstraram que tais células sdo
ativadas pelas simples lavagens e manuseio a que sdo submetidas, gerando uma grande
variabilidade nos experimentos (101; 141). Sendo assim, a linhagem RAW264.7 de
macréfagos murinos foi escolhida para estes ensaios, por ndo ser tao reativa durante o cultivo
e a manipulacdo, sendo, porém, capazes de secretar niveis consistentes de citocinas pos-
ativacdo.

A Figura 12 mostra que nenhuma das formulacdes testadas, a ndo ser as
microcdpsulas de alginato da SIGMA, estimularam a expressdo génica das citocinas IL-1 ou
TNF-a. Como este alginato ndo passa pelo processo de ultrapurificagdo, comum para os
demais polimeros utilizados, este € um efeito direto da presenca de impurezas sobre a ativacao

dos macréfagos. Capsulas contendo PFC ou LN nao induziram uma resposta diferenciada,
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quando comparadas ao biomaterial Biodritina, mostrando que tais substancias ndo afetam a
biocompatibilidade do material testado.

Neste ensaio, foi analisada somente a expressdo génica das citocinas em questdo.
Sabe-se que podem ocorrer discrepancias entre os niveis de mRNA transcritos e a real
tradugdo, secrecdo e atuacdo das proteinas. Nao s6 o mRNA pode ser degradado, ou mantido
em pools intracelulares, como a funcdo das proteinas resultantes ainda pode ser regulada, por
modificagdes pos-traducionais ou pela presenca de inibidores. Dessa maneira, o teste usado
ndo pretende inferir sobre o impacto que tais citocinas possam exercer, mas € uma maneira de
avaliar a ativacdo dos macréfagos frente aos biomateriais testados. Testes semelhantes ja
foram utilizados em ensaios contendo microcdpsulas vazias ou, ainda, ilhotas
microencapsuladas, sendo considerados bons indicadores para uma andlise geral do estado do
biomaterial que serd implantado (101; 102).

5.2.2. Ensaio de biocompatibilidade in vivo: implante de microcapsulas na cavidade

peritoneal de camundongos Balb/C imunocompetentes

Nossos experimentos de biocompatibilidade in vivo visaram avaliar a recuperagdo de
capsulas, ap6s 7 e 30 dias do implante, assim como o crescimento pericapsular exibido e o
inchaco do material (Figuras 13, 14, 15 e 16). A porcentagem média de microcdpsulas
resgatadas através do lavado peritoneal ficou em torno de 85% (Figura 13). A maior parte das
estruturas estava solta no sitio intraperitoneal, tendo sido facilmente recuperada. Entretanto,
uma andlise mais cuidadosa dos animais revelou algumas capsulas presas a0 omento e ao
figado, como ja observado por outros grupos (79; 90). Na literatura, é possivel encontrar
experimentos nos quais a recuperacdo de cdpsulas € proxima ou igual a 100%. Porém, em
muitos relatos nao ha uma contagem adequada do nimero de estruturas implantadas, mas sim
do volume de biomaterial inserido (79; 89; 90; 103). Considerando-se que o alginato esta

propenso ao inchaco, no ambiente in vivo, e que a medida de volume € geralmente baseada
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em parametros visuais, acreditamos que a técnica utilizada por boa parte dos grupos nao seja
uma andlise adequada. Sendo assim, uma comparacdo direta com nossos resultados nao €
possivel.

Para alguns dos animais utilizados nos ensaio de biocompatibilidade, a andlise da
cavidade peritoneal, na busca pelas microcdpsulas, foi frutifera e todas as estruturas foram
encontradas. Entretanto, para outros camundongos, até 10% das cdpsulas implantadas nao
foram recuperadas. Um parametro observado durante o manuseio deste biomaterial € a
fragilidade do mesmo, pds-ensaios in vivo. Devido ao nimero varidvel de microcdpsulas que
se romperam durante as lavagens pré-andlises, a avaliagdo do nimero de cdpsulas quebradas,
nao pdde ser realizada.

A andlise das microcdpsulas recuperadas mostrou que cerca de 70% destas estruturas
apresentavam-se livres de crescimento pericapsular. Em 25 a 30% foi encontrada uma adesao
celular moderada, com menos de 25% da sua é4rea afetada (Figura 15). Uma andlise de
trabalhos publicados por alguns grupos mostra que € possivel obter de 80 a 100% de capsulas
limpas em experimentos que variam de poucas semanas até um ano apds o implante (41; 79;
88-90). Até mesmo com a Biodritina, em experimentos prévios em nosso laboratdrio, obteve-
se uma porcentagem de 99% de estruturas livres de adesdo celular (114). A razdo desta
mudanca observada para a biocompatibilidade da Biodritina ainda ndo € clara, mas alguns
fatores devem ser considerados. A primeira diferenca entre as cdpsulas de Biodritina do
presente trabalho e das ja descritas anteriormente € o seu tamanho. As cdpsulas obtidas
anteriormente variavam em torno de 600 a 700 wm em diametro, enquanto as descritas neste
trabalho estdo em torno de 700 a 1.000 wm. Esta variagdo ocorre devido ao equipamento
utilizado na producdo das estruturas, que funciona a partir de um fluxo de ar constante,
estando distante da eficiéncia de controle de um encapsulador eletronico. Este tipo de

equipamento estd sujeito a mudancgas no fluxo de ar e velocidade de gotejamento do alginato,
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sendo ajustado por um parametro visual, o que leva a um comprometimento do didmetro
pretendido. Em geral, o tamanho das microcdpsulas produzidas pelos grupos citados também
€ menor do que o utilizado aqui.

O segundo parametro que pode ter afetado a biocompatibilidade do biomaterial
implantado € o inchaco observado nas microcdpsulas, que chegou a um aumento de 50% a
mais do diametro original (Figura 16). Como esta caracteristica nao foi observada em testes
anteriores com a Biodritina (114), acreditamos que a producdo de cdpsulas maiores teve uma
influéncia direta neste aspecto. O aumento no diametro das cdpsulas pode tornar mais dificil a
polimerizacdo adequada das cadeias de alginato internas, caso ndo haja um ajuste no tempo
Durante o qual o biomaterial fica em contato com o Ba**, na solucdo de gelificacdo. Como jd
mencionado, o inchago das microcdpsulas nao € desejado, podendo estar relacionado a perda
de permeabilidade, permitindo o acesso de anticorpos e outras proteinas do sistema do
complemento as ilhotas, e, ainda, a quebra das estruturas (131; 132). E possivel que as
capsulas ndo encontradas, em alguns camundongos, tenham se rompido devido a este
fenomeno. O rompimento do biomaterial, levando a formacido de pontas e deformidades,
pode, por si s6, levar ao aumento do crescimento pericapsular (34).

Por fim, o impacto da cirurgia pode ter influenciado na intensidade da adesdo celular
encontrada (67). Alguns animais apresentavam cdpsulas aderidas ao ponto da incisdo,
sugerindo que a inflamacdo local pode ter induzido uma resposta ao material presente. O sitio
intraperitoneal também pode ter acelerado este processo. Apesar do peritoneo ser o local
classico de transplante de ilhotas microencapsuladas, pois é capaz de abrigar uma quantidade
considerdvel de material, implantado em uma cirurgia simples, este é um sitio preferencial
para reacOes imunoldgicas (103; 150; 151). Células mesoteliais peritoneais facilitam a agdo de

mecanismos da imunidade inata e a presenca de macr6fagos prontamente ativaveis torna a
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cavidade peritoneal o local de implante de células encapsuladas mais problemético do que o
sitio subcutaneo ou o espago sob a cdpsula renal.

Os resultados obtidos nos testes de biocompatibilidade do presente trabalho indicam
que uma modificacdo nos protocolos de produc¢do de microcdpsulas deve ser introduzida.
Apesar da Biodritina apresentar uma pureza adequada, € preciso testar a biocompatibilidade
de cdpsulas menores, comprovadamente mais eficientes (90; 152), assim como a concentracao
de alginato utilizada na fabricacdo das mesmas. Atualmente, existe uma tendéncia de se
utilizar uma concentracdo maior do que aquela adotada nestes experimentos. A avaliagdo
metodica desses pardmetros certamente vai responder vdrias questdes abertas sobre o
comportamento capsular observado nestes ensaios.

5.3. Modulacdo génica e proteica em ilhotas microencapsuladas cultivadas sob

atmosferas de norméxia e hipéxia

Em um pancreas saudavel, o microambiente nativo das ilhotas facilita a funcio das
células B, por maximizar as interagdes célula-célula e por permitir um contato intimo com o
sangue circulante, gragas a angioarquitetura local. Durante o procedimento de isolamento de
ilhotas, conexdes vasculares e nervosas sao interrompidas, assim como a interag¢do ilhota-
MEC, e as células s@o submetidas a uma diversidade de estimulos, em especial o estresse
hipéxico, 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 circulagdo hepdtica morre nas duas primeiras semanas pds-transplante (156).
Isto ocorre devido a uma reagao inflamatoéria trombética, que envolve a ativagdo dos sistemas
de coagulacdo, do complemento, e o rdpido recrutamento de mondcitos e granulécitos. Esta
reacdo € principalmente mediada por fatores inflamatérios produzidos pelas proprias ilhotas
implantadas, incluindo fator tecidual, IL-1, MCP1/CCL2, MIF, entre outros (157-161). O

microencapsulamento das ilhotas fornece a imunoprotecdo fisica ao enxerto, entretanto, as



76
células encapsuladas continuam a produzir e liberar os fatores inflamatorios, os quais, por sua
vez, se encarregam de estabelecer o circulo vicioso de ativagao imune (67).

Para ilhotas ndo encapsuladas, a adi¢do de substancias imunoprotetoras durante o
isolamento, na cultura prévia ao implante e pds-transplante pode combater alguns dos efeitos
adversos. O tratamento de ilhotas com antioxidantes (161-163) ou agentes anti-inflamatorios
(164-166) € capaz de promover a viabilidade dessas células por reduzir o infiltrado de
macréfagos e a producdo de citocinas inflamatérias. O inibidor de protease ol-antitripsina
inibe a trombina e permite a sobrevivéncia do enxerto no periodo pds-implante (167). O
quelante de ferro, deferoxamina, € um antioxidante utilizado durante o isolamento de ilhotas,
estando associado a promog¢ao da revascularizacdo das células transplantadas (168).

Sendo assim, em nossos experimentos de cultura de ilhotas encapsuladas (Figura 18),
sob atmosferas de hipéxia e normoéxia, foram analisados os efeitos da adi¢do de PFC e LN a
Biodritina, sobre a modulacdo génica e proteica dessas células, visando a obtencao de ilhotas
menos estressadas. Escolheu-se um periodo de 48h de cultura, pois, normalmente, ilhotas que
serdo transplantadas ndo sdo cultivadas por periodos mais longos. Pelo contrario, o cultivo de
ilhotas estd associado a perda das suas caracteristicas morfoldgicas e funcionais, assim como
a diminuicdo do nimero de células (169; 170), de forma que optamos por ensaios que
pudessem simular um tratamento celular vidvel. Sob normoéxia, foram testadas todas as
formulacdes, entretanto, sob hipdxia, priorizou-se o biomaterial PFC-Biodritina, ja que esta
formulacdo se propde a aumentar a oxigenacdo no microambiente das cdpsulas. Antes da
realizacdo dos ensaios com ilhotas pancredticas, testes de liberacdo de insulina frente ao
estimulo de glicose foram realizados, para que pudéssemos nos assegurar que o processo de
isolamento e purificagdo das ilhotas nao afetaria sua funcionalidade (Figura 17). Os indices
de secrecdo de insulina obtidos mostram que tais células respondem adequadamente aos

estimulos de glicose.
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A Figura 19 mostra a modulacdo génica induzida por cada um dos biomateriais
testados. O primeiro grupo de genes avaliado é associado a apoptose (bcl-2, bcl-XL, bax, bad,
caspase 3 e Xiap), ja que este processo € responsdvel por grande parte da morte celular
observada em ilhotas recém-transplantadas. O processo apoptético pode ser desencadeado
pelas vias extrinsica ou intrinsica, convergindo para a ativagdo de cisteino-proteases da
familia das Caspases (Figura 31) (171; 172). Na via extrinsica, a ativagao 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 sdo ativadas e atuam diretamente nas caspases
efetoras, como a caspase 3. J4 a via intrinseca (também chamada de mitocondrial ou via
regulada por Bcl-2) pode ser iniciada por multiplos estimulos, incluindo hipdxia, baixa
nutricional e espécies reativas de oxigénio (EROs), estando associada a liberacdo do
citocromo C por membros apoptéticos da familia Bcl-2 (Bax e Bak), que saem do controle
das moléculas antiapoptoéticas (ex: Bcl-2 e Bel-XL), e a ativagdo das caspases efetoras. Neste
contexto, Bad aparece como um ligante capaz de inibir as proteinas antiapoptéticas e
favorecer a morte celular programada. J4 Xiap € um inibidor potente das caspases efetoras,
impedindo, assim, a finalizacdo do processo apoptético.

Sob atmosfera de norméxia (Figura 19A), as formula¢des contendo PFC e LN
modularam a expressdo dos genes associados a apoptose de maneira a sugerir uma prote¢ao
contra a morte programada. Houve aumento na expressdao de genes antiapoptoticos (bcl-XL
para PFC e LN, bcl-2 somente para LN) e uma diminui¢do para os proapoptoticos (bad e
bax). A caspase 3 foi regulada negativamente para ambas as formulacdes, assim como xiap
para o biomaterial PFC-Biodritina. Como a fun¢do de Xiap € inibir caspases efetoras e a
principal (caspase 3) foi regulada negativamente, este resultado ndo vai contra a tendéncia

observada.
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Estes mesmos genes observados no experimento sob hipdéxia (Figura 19B), com a
formulacdo PFC-Biodritina, apresentaram resultados muito similares, diferindo somente para
caspase 3 e xiap. Nesta condi¢do, a expressdo de mRNA de caspase 3 foi positivamente
regulada, um parametro que parece estar associado aos baixos niveis de oxigénio aos quais as
ilhotas foram submetidas. Entretanto, o aumento obtido nos niveis de xiap indica que a

expressao génica deste inibidor foi modulada de maneira a acompanhar os niveis de caspase3.
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Figura 31: Vias de sinalizagdo de apoptose. (1). Via extrinseca de apoptose, com a ligacdo a receptores de
membrana levando a formacdo do complexo DISC, no qual a caspase-8 € ativada e inicia a ativa¢io de caspases
efetoras. (2). Via intrinseca de apoptose, na qual sinais internos de stress celular levam a ativacdo de membros
pré-apoptéticos da familia Bel-2 (Bax e Bak) que sdo transportados a mitocondria e levam a formagao de poros
que permitem a liberag@o de citocromo C e moléculas pré-apoptéticas. 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 a morte celular. [adaptado de Duprez et al., 2009 (173)].

Uma andlise da literatura mostra que os inibidores da via apoptdtica intrinseca, Bcl-2 e

Bcl-XL, foram eficientes na prevencdo da morte de células P in vitro, mas, sozinhos, nao
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obtiveram sucesso in vivo (174-176). Em contrapartida, alguns relatos ressaltam o efeito
potente de Xiap na inibicdo da apoptose e na recuperacdo funcional de ilhotas in vitro e,
ainda, apés o transplante em camundongos diabéticos, nos quais o tempo necessdrio para
atingir a normoglicemia foi diminuido 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, mcpl/ccl2 e hsp70, foram focados.
MCP1/CCL2 ¢ um membro da familia de quimiocinas CC, secretado por varios tipos
celulares, tendo como func¢des mais conhecidas o potente recrutamento e ativacdo de
macréfagos (180). Por conta desta especificidade de atuacdo, MCP1/CCL2 foi associada a
rejeicdo aguda e cronica de 6rgdos transplantados (181-183), a danos durante o processo de
isquemia e reperfusdo (184-186) e a vasculopatia de enxertos (187; 188). Ilhotas humanas
isoladas secretam MCP1/CCL2, mesmo na auséncia de infec¢des detectaveis ou de
contaminagcdo por endotoxinas (160), e uma secrecdo aumentada ja foi relacionada ao
insucesso do transplante de ilhotas em pacientes diabéticos (159; 160).

A familia de HSPs (Heat Shock Proteins) é regulada positivamente por estresses
celulares, como temperatura, hipdxia, isquemia, trombina, fatores de crescimento, glutamato,
osmolaridade, metais pesados e citocinas (ex: TNFo e IL-1B) (189-193). Chaperonas HSP70
sdo ativadas em momentos criticos e manttm a homeostase das proteinas no citosol,
mediando efeitos citoprotetores por permitir o re-enovelamento de proteinas mal estruturadas
e desnaturadas (193-196).

Em nossos experimentos, a adicio de PFC e LN a Biodritina foi suficiente para
diminuir o nivel de expressao génica tanto de mcpl/ccl2 quanto de hsp70, sob atmosferas de

normoéxia e hipéxia (Figura 19). Estes resultados sugerem que as novas formulacdes de
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microcdpsulas conseguem prover um ambiente menos estressante para as ilhotas em seu
interior, quando comparadas a Biodritina.

A expressdo do gene Idh foi avaliada, ja que a enzima lactato desidrogenase tem um
papel fundamental no metabolismo anaerdbio. Ilhotas pancredticas normalmente apresentam
supressdo da expressdo génica de ldh (197-199). O fato destas células estarem em intimo
contato com a circulagdo certamente favorece a manutencdo do metabolismo aerdbio.
Entretanto, a hipéxia relacionada ao processo de isolamento e cultura das ilhotas afeta
diretamente a viabilidade das mesmas. Desta maneira, € esperado que a contribuicao do
metabolismo em anaerobiose seja aumentada. Outras condi¢des de estresse também sdo
capazes de induzir uma maior expressido génica de Idh. J& foi relatado que, no momento de
estresse inicial pés-transplante, quando os niveis glicémicos ainda ndo se normalizaram, as
ilhotas implantadas sofrem com a alta concentracdo de glicose a que sdao expostas e, um dos
parametros observados é o aumento dos niveis de mRNA deste gene (200). Neste contexto, as
novas formulagdes foram testadas para se avaliar uma possivel modulacdo da expressdao
génica de Idh (Figura 19).

Para o biomaterial PFC-Biodritina, tanto em normoéxia quanto hipdxia, conforme
esperado, houve uma regulagcdo negativa dos niveis de mRNA dessa enzima, sugerindo que o
PFC foi capaz de cumprir seu papel de doador de oxigénio, restaurando, pelo menos em parte,
o metabolismo aerdbio. J4 os resultados com LN-Biodritina mostram que esta formulagdo
induziu um aumento da expressdo génica de Idh. Este resultado, apesar de inesperado, frente
aos demais resultados de expressdo gé€nica em discussdo, pode estar relacionado a uma
diminui¢do dos poros da malha de alginato, visto que a LN utilizada € uma molécula de
aproximadamente 850 kDa. Em experimentos anteriores, os poros das microcdpsulas de
Biodritina gelificadas com Ba*™ permitiram a passagem de moléculas com o peso molecular

méximo em torno de 70 a 100 kDa (114). Talvez a LN presa a malha de alginato contribuiria
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para a diminuicdo da permeabilidade capsular e, possivelmente, diminuiria o acesso do
oxigénio ao seu interior, o que explicaria um aumento da expressdo génica de Ildh pela
inducdo do metabolismo anaerdbio. Outra hipétese seria de que a laminina proveria uma
maior viabiilidade e/ou funcionalidade das ilhotas microencapsuladas, permitindo uma maior
deteccao de mRNA para Idh simplesmente pela presenca de um nimero superior de células
sob respiracao anaerdbia. Contudo, como nao foram realizados ensaios para a avaliacao de
tamanho dos poros das microcdpsulas utilizadas ou da massa de células metabolicamente
ativas, tais hipoteses ainda nao puderam ser empiricamente testadas.

Por fim, observou-se o nivel de mRNA para as insulinas I e II, como forma de se
analisar genes relacionados a funcéo principal das ilhotas pancredticas. Células B de modelos
murinos sintetizam duas insulinas diferentes, codificadas por dois genes que apresentam mais
de 90% de homologia entre si. Os produtos primérios da traducdo de proteinas sdo as
preproinsulinas I e II, que diferem por apenas sete aminodcidos. Nas células 3, o conteido das
insulinas € 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 expressao
génica de insulina I, seja em hip6xia ou normoéxia. Entretanto, apesar da formulagdo contendo
PFC ter levado a um aumento também dos niveis de mRNA de insulina II, para o biomaterial
LN-Biodritina, sob atmosfera de normodxia, observou-se o contrario. Dados da literatura
mostram que as células B tendem a responder a um estimulo de biosintese de insulina,
produzindo mais insulina I (201-203). Por outro lado, a insulina II tende a ser depletada apds
um estimulo continuo, ja que sua produc¢do ndo acompanha a velocidade de liberacao deste
hormonio (203). Nao sabemos se microcdpsulas contendo PFC e LN induzem uma taxa de
transcricao diferencial de insulina II entre si, ou se a taxa de tradug¢do dessa proteina €
induzida pela presenca de LN, diminuindo os pools intracelulares de mRNA. Como estas

questdes nao foram analisadas diretamente, é necessario levantar ainda a possibilidade da LN
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agir de maneira diferencial, estimulando positivamente a expressdo génica da insulina I
enquanto inibe a da insulina II.

Nestes grupos de experimentos realizados, a modulagdo de genes associados a
apoptose, estresse celular e funcdo, observada para os biomateriais PFC-Biodritina e LN-
Biodritina, sugere uma protecao importante contra o decaimento da viabilidade e fun¢ao das
ilhotas pancredticas, em um momento critico pds-isolamento e pré-transplante, comumente
associado a perda de grande parte da massa do enxerto.

Os estudos de modulacdo génica representam a quantidade de mRNA transcrito
presente nas células, entretanto, nem sempre este parametro estd associado a expressao ou
ativacdo das proteinas relacionadas. Sendo assim, para que se possa afirmar que as
formulacdes de biomaterial testadas modularam os niveis de uma determinada proteina, €
preciso realizar ensaios especificos. A partir da andlise da expressdo génica apresentada,
foram escolhidos genes associados a apoptose (bax, bcl-XL, xiap e caspase 3), que
apresentaram uma variagdo significativa em condicdes de normoéxia e hipdxia, para
experimentos de expressao proteica, por Western Blotting, e de ativagdo enzimatica.

A Figura 20A mostra que, sob atmosfera de normoéxia, apesar de ndo ter sido
observada uma diferenca para os niveis da proteina pré-apoptdtica Bax, somente as
microcdpsulas de LN-Biodritina induziram uma modulacdo proteica nas ilhotas pancredticas,
regulando positivamente os niveis das moléculas anti-apoptéticas Bcl-XL e Xiap. Estes
resultados estdo de acordo com o observado nos ensaios de qRT-PCR (Figura 19A). Para a
formulacao PFC-Biodritina, a dnica modulagdo obtida foi para ensaios realizados em hipdxia
(Figura 20B), nos quais foi evidenciada uma regulacdo negativa de Bax. J4 para os ensaios de
ativacdo enzimdtica de caspase 3, a adicdo de PFC ou LN ndo afetou os resultados obtidos
para Biodritina (Figura 21). Em resumo, as varia¢des observadas para os biomateriais PFC-

Biodritina e LN-Biodritina indicam uma modulacdo de proteinas que pode levar a maior
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sobrevida das ilhotas microencapsuladas, por desacelerar estimulos pré-apoptéticos. Como ja
citado, o periodo escolhido para estes experimentos reflete o tempo de cultura das ilhotas pré-
transplante. Talvez as diferencas observadas fossem maiores apds um periodo 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 varia¢do obtida em nossos
experimentos pode ajudar na sobrevivéncia de uma porcentagem maior de células, evitando a
faléncia precoce do enxerto. Sendo assim, os experimentos seguintes buscaram avaliar o
impacto das novas formulagdes de biomateriais no transplante de ilhotas pancreaticas.

5.4. Reversao do Diabetes Mellitus em camundongos imunocompetentes através do
transplante de ilhotas pancreaticas microencapsuladas e analise funcional in

vivo do enxerto

Desde a primeira aplicagdo de membranas semipermedveis para o transplante de
ilhotas pancredticas, em 1980 (38), um numero crescente de relatos demonstra a
aplicabilidade desta técnica. Entretanto, o que se encontra na literatura sdo informacdes
extremamente varidveis, muitas vezes divergentes, o que torna a compilacdo de dados um
trabalho de paciéncia, visto que, em muitos trabalhos, ndo se mencionam caracteristicas
importantes dos biomateriais utilizados, assim como detalhes técnicos que permitiriam a
reprodutibilidade dos resultados. Existe uma grande discussdo a respeito do tipo de alginato
que seria mais adequado, alguns grupos explicitamente preferindo polimeros com alta
concentracdo de M ou G, enquanto outros chamam a atencdo para fatores como viscosidade,
ion utilizado na polimerizacdo e presenca de uma camada externa de policdtions ou nao. Da
mesma maneira, ainda existe muita discussdo a respeito do nimero adequado de ilhotas para o
transplante, do tamanho ideal das microcdpsulas utilizadas, de qual seria o melhor sitio 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 faléncia da terapia, entre
tantas outras varidveis. Apesar de toda a divergéncia existente nos resultados obtidos com
biomateriais, por diferentes grupos, certas caracteristicas foram se consolidando como sendo
desejaveis para biomateriais e ilhotas utilizados em transplantes.

A Biodritina foi primeiramente formulada de maneira a possuir caracteristicas de
estabilidade e biocompatibilidade adequadas para o microencapsulamento celular, baseada
nas informagdes mais sélidas de intitui¢des reconhecidas pelo seu trabalho em ciéncias de
materiais e biologia celular. Como ja mencionado, a Biodritina ja foi validada como um
biomaterial adequado ao transplante experimental de ilhotas pancredticas 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 andlises e os camundongos voltaram a hiperglicemia.
Nos experimentos de transplante do presente trabalho, os novos biomateriais obtidos a partir
da adicao de PFC e LN a Biodritina foram avaliados quanto a possiveis beneficios que
pudessem prover as ilhotas microencapsuladas.

A Figura 22 mostra que a variacdo na massa corporal dos animais estudados refletiu o
tratamento designado para cada grupo. Animais diabetizados, mas que receberam ilhotas
microencapsuladas em qualquer das formula¢des, mantiveram um ganho de peso similar ao de
camundongos ndo-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 corpdrea. 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 diminui¢cdo dos niveis glicémicos,
quando ndo encapsuladas. Contudo, a glicemia dos animais que receberam implantes

encapsulados atingiu niveis fisiol6gicos logo nos dias seguintes a cirurgia. Uma possivel
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varia¢do na funcionalidade das ilhotas microencapsuladas com as diferentes formulagdes de
biomaterial sé foi evidenciada em torno de 150 dias pds-implante, quando o grupo LN-
Biodritina se destacou dos demais, por manter niveis glicémicos 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 numero 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
normaliza¢do dos niveis glicEmicos de camundongos Balb/C, enquanto a utilizacdo de 500
ilhotas somente levava a uma diminuicdo temporaria da glicemia, porém insuficiente para
atingir niveis fisioldgicos (dados nao publicados). Apesar da imensa variacdo encontrada na
literatura, para a quantidade de ilhotas utilizadas em implantes, este nimero se enquadra na
faixa testada pela maioria, sendo at¢é mesmo menor do que o utilizado em boa parte dos
relatos mais comuns de transplante xenogénicos, de rato para camundongo ou de porco para
camundongo (Tabela 4).

A vantagem conferida pelas microcdpsulas contendo LN, utilizadas no
encapsulamento de ilhotas, ficou evidente quando os mesmos dados foram analisados pela
porcentagem de animais normoglicémicos ao longo do tempo (Figura 23B). Nesta andlise, a
superioridade de desempenho do grupo LN-Biodritina foi constatada apés 198 dias da
cirurgia, quando 60% dos camundongos deste grupo (n=6) ainda mantinham niveis
glicémicos fisiologicos frente a cerca de 10% dos demais (n=1). A glicemia dos animais
estudados era refletida claramente pelo estado fisico dos mesmos, como pode ser observado
na Figura 24, onde um camundongo diabético ndo-tratado (SHAM), 120 dias apds o inicio
dos experimentos € comparado a um Balb/C normoglicémico, que recebeu ilhotas

microencapsuladas com LN-Biodritina, apés 200 dias do transplante.
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O tempo de duracdo da normoglicemia dos animais variou bastante, para todos os
grupos. O primeiro evento de falha dos enxertos ocorreu por volta de 50 dias pds-transplante,
para os grupos Biodritina e PFC-Biodritina, e 70 dias para o grupo LN-Biodritina (Figura
23B). O tempo maximo de glicemia avaliado foi de 238 dias pds-cirurgia, para um
camundongo transplantado com ilhotas encapsuladas em LN-Biodritina (dado nao
demonstrado). Entretanto, como o enxerto foi recuperado deste e dos outros animais
normoglicémicos em tempos diferentes, apdés 200 dias de experimento, para andlises
subsequentes, acreditamos que a reversao do diabetes poderia ter sido mantida por um periodo
mais longo. Uma andlise 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: Manutengdo de normoglicemia apds o xenotransplante de ilhotas microencapsuladas em animais

diabéticos
Doador Receptor Tipo de Numero de ilhotas Normoglicemia Referéncia
microcapsula implantadas [dias]*
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 1IEQ 56 O'Sullivan, 2010 (92)
Porco Camundongo B6AF1 ALG-Ba 10.000 140° 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 13 Safley, 2005 (208)
IEQ
Porco Camundongo C57BL/6  ALG-Ba 2.000 100 Kobayashi, 2005 (209)
ALG-Ca
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** /

ALG-Ca: alginato polimerizado com Ca** / ALG-PLO: alginato/poliornitina/alginato
* tempo de normoglicemia médio; ® o estudo foi interrompido neste dia.
[Adaptado de Campos-Lisbda, 2008 (114)]

Os resultados obtidos mostram um claro beneficio da adicdo de LN ao biomaterial
Biodritina. Aparentemente, as ilhotas implantadas conseguem ter uma sobrevida maior, talvez

pela manuten¢do de um microambiente que permita uma diminui¢do de estimulos de estresse
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celular e morte, associados a uma funcionalidade melhorada e a um aumento na massa de
células enxertadas vidveis. Como nao sabemos se a LN permanece na malha do polimero por
todo o tempo experimental, se € perdida na cultura pré-implante ou apds o transplante,
podemos somente afirmar que a adi¢ao desse elemento da MEC induz a prote¢do do enxerto.

Com relacdo ao biomaterial PFC-Biodritina, a modulagdo génica e proteica encontrada
aparentemente nao foi suficiente para induzir um efeito nos ensaios in vivo. Talvez a
oxigenacao conferida por estas microcdpsulas ocorra somente no periodo inicial, ndo sendo
suficiente para gerar beneficios frente ao ambiente encontrado no sitio intraperitoneal.
Entretanto, a varia¢do das concentragdes de PFC e de oxigé€nio pode ser testada em ensaios
futuros. O protocolo para a producdo da mistura de alginato-PFC nos foi fornecido pela
equipe do Prof. Marcos Mares Guia, do Diabetes Research Institute, centro de pesquisa
afiliado a Universidade de Miami, e modificado de maneira a permitir a producdo de
microcdpsulas estdveis. Entretanto, uma anélise da literatura mostra que as concentragdes de
PFC utilizadas em biopolimeros, atualmente, tém variado de 10 a 70% (116-119), enquanto
nosso protocolo admite somente 2%. Quando iniciamos os ensaios com capsulas de PFC,
ainda ndo existiam estudos publicados sobre a concentracdo efetiva desta substancia em
células encapsuladas.

Durante os ensaios de reversio do diabetes mellitus, a fun¢do das ilhotas
microencapsuladas foi acompanhada in vivo, em dois momentos apds o transplante,
utilizando-se o teste de TOTG. Ensaios como este permitem avaliar com maior precisdo a
funcionalidade das ilhotas enxertadas (43; 91; 212), em um ambiente completamente diferente
do in vitro, pois as mesmas se encontram no sitio de implante, sujeitas as variagdes
fisioldgicas locais, incluindo a modulagdo nos niveis glicémicos que levardo a resposta

secretoria de insulina.
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A Figura 25 mostra que, apés 60 ou 100 dias da cirurgia, os animais que receberam
ilhotas encapsuladas apresentaram uma secre¢dao de insulina igual ou maior do que aquela
observada para camundongos controle nao-diabetizados. Ao contrdrio do que ja foi
encontrado por De Vos e colaboradores (213), nao foi visto um atraso na resposta secretoria
das ilhotas. Nestes relatos, a secre¢do de insulina tardia foi, teoricamente, causada tanto pela
localizagdo i.p. do enxerto, que ndo favoreceria uma rdpida resposta como a encontrada no
ambiente altamente vascularizado de um pancreas nativo, quanto por influéncia da
microcdpsula, que impediria uma difusdo rapida de moléculas, tornando mais lenta a obten¢ao
da informagao referente ao estado glicémico. Em nossos ensaios observamos que, apesar de
nao haver diferenca alguma na resposta dos animais transplantados com ilhotas
microencapsuladas em quaisquer formulacdes, o grupo LN-Biodritina levou a uma
diminuicdo estatisticamente significativa da glicemia, quando comparado aos animais nao-
diabéticos (Figuras 25A e B). Apés 100 dias do transplante, este padrdo também foi
encontrado para o grupo PFC-Biodritina (Figura 25B). Esses resultados mostram,
indiretamente, que o encapsulamento de ilhotas com as novas formulagdes ndo induz um
atraso na resposta funcional dessas células e que a adicdo de PFC e LN levam a secrecao de
uma maior quantidade de insulina, seja por um estimulo da resposta das ilhotas aos altos
niveis de glicose no sangue ou pela viabilidade de um maior nimero de células enxertadas.
Entretanto, a tendéncia observada na diminuicdo de glicemia apds 120 minutos de
experimento, para animais que receberam ilhotas em Biodritina, quando comparados aos
camundongos nao-diabéticos, apoia a hipdtese de que o sitio de implante i.p. e a presenca da
microcapsula podem dificultar o controle fino da secre¢do de insulina, levando a uma

liberagdo prolongada desse hormonio (213; 214).
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Na Figura 25C foram analisadas as respostas de secre¢ao de insulina em animais que
se apresentavam hiperglicémicos no momento do ensaio. A variacdo da glicemia nestes
camundongos, como esperado, ndo difere dos controles diabéticos SHAM.

Por fim, para a comprovacdo de que os animais transplantados com ilhotas
microencapsuladas permaneciam normoglicémicos, devido a insulina secretada pelo enxerto e
ndo por uma possivel regeneracdo das células B pancredticas, utilizou-se uma intervengdo
amplamente empregada na literatura (43; 79; 89; 91; 212), na qual as células foram
recuperadas de alguns camundongos e os mesmos foram mantidos vivos € monitorados
(Figura 26). O restabelecimento da hiperglicemia, nos dias subsequentes, revelou que a

reversao do diabetes observada era proveniente da atuagdo funcional das ilhotas implantadas.

5.5. Biocompatibilidade e funcdao de ilhotas microencapsuladas recuperadas de

camundongos diabéticos imunocompetentes

As ilhotas pancredticas transplantadas foram recuperadas de animais que voltaram a
hiperglicemia, ap6s a falha do enxerto, e de camundongos ainda normoglicémicos, para que
pudessem ser avaliadas por parametros de biocompatibilidade e funcdo celular. Em um
primeiro momento tentou-se observar possiveis diferencas entre as formulacdes que
apresentavam PFC ou LN, em relacdo a Biodritina. Entretanto, como houve uma grande
variacdo dos resultados entre as amostras biolégicas, para um mesmo tipo de cédpsula, e o
nimero de explantes ndo foi ideal, nem ao menos para se observar tendéncias entre os
biomateriais testados, uma andlise confidvel desses dados ficou comprometida. Sendo assim,
as amostras foram agrupadas de acordo com o estado glicémico do animal, no momento da
retirada do enxerto.

O primeiro pardmetro observado foi a porcentagem de cdpsulas recuperadas através do

lavado peritoneal (Figura 27). Esperava-se que o ntimero de cdpsulas obtidas do grupo
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hiperglicémico fosse maior, simplesmente pela técnica de retirada do enxerto destes animais,
que permitia uma ampla abertura abdominal, jd que os camundongos eram sacrificados antes
do procedimento. Ja para o grupo normoglicémico, como os animais eram mantidos vivos
para o acompanhamento da glicemia, foram realizadas poucas lavagens em um periodo curto
de tempo. Contudo, ndo houve diferenca entre os grupos, devido a grande variabilidade do
nimero de estruturas recuperadas. A porcentagem de microcdpsulas recuperadas estd de
acordo com a encontrada para cépsulas de alginato polimerizadas em Ba*?, contendo ilhotas,
por Omer e colaboradores (90). Entretanto, como ja mencionado, este relato e outros da
literatura levam em conta o volume de microcdpsulas antes e depois do implante, o que pode
gerar uma mensuracao pouco confidvel.

Com relacdo ao diametro das microcdpsulas, nao foi observado um inchaco das
estruturas (Figura 28). Este dado € bastante interessante, visto que, no experimento de
biocompatibilidade de microcdpsulas vazias (Figura 16), obteve-se um aumento diametral de
cerca de 50%. Como o inchaco € um problema que afeta diretamente a permeabilidade do
biomaterial, assim como sua estabilidade, estes dados mostram que a presenca das ilhotas
pancredticas, de alguma forma, impede este processo. Houve, contudo, uma tendéncia de
aumento nas cdpsulas do grupo normoglicémico, que também apresentava microcdpsulas mais
limpas. Da mesma maneira, observou-se que a maior parte das cdpsulas menores apresentava
um extenso crescimento pericapsular e eram mais encontradas no grupo hiperglicémico.
Porém, como em ambos os grupos havia cdpsulas apresentando diferentes niveis de adesdo
celular (Figura 29), acreditamos que a variabilidade dos resultados ndo permitiu observar
uma possivel diferenca no inchaco das estruturas.

O crescimento pericapsular foi encontrado em todas as cdpsulas analisadas. Devido a
intensidade dessa resposta, neste ensaio, o crescimento pericapsular foi analisado como

abrangendo menos ou mais de 50% da area da microcdpsula (Figura 29). Baseado nesta
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classificacdo, os grupos normo e hiperglicémicos apresentaram resultados ja esperados,
indicando que a adesdo celular estd relacionada a faléncia do enxerto e, consequentemente, a
niveis glicémicos altos. Este resultado estd proximo daquele encontrado para experimentos
similares com cdpsulas de Biodritina (em torno de 600 um de diametro), realizados
anteriormente em nosso laboratério, quando cerca de 70% das estruturas apresentavam pouco
ou nenhum crescimento pericapsular (114). De maneira semelhante, a diferenca entre cépsulas
de animais normo e hiperglicémicos foi parecida a de nossos ensaios, também se
apresentando contrdria, com cerca de 70% de cdpsulas obtidas de animais que retornaram ao
estado diabético demonstrando uma grave adesdo celular. Resultados de outros grupos, apesar
de usualmente mostrarem um nudmero maior de cédpsulas contendo pouco ou nenhum
crescimento pericapsular (90; 91; 212), indicam um aumento do nimero de células aderidas
na superficie do biomaterial, quando ilhotas estdo presentes no interior dos polimeros (41; 67;
90). Essa tendéncia € esperada, jid que a simples liberacdo de antigenos pelas células
microencapsuladas, assim como citocinas inflamatérias, d4 inicio a um processo descrito
anteriormente como circulo vicioso de ativacdo imune.

Infelizmente, ndo foi possivel a avaliacdo de estruturas rompidas, pois, como
ressaltado para os experimentos de biocompatibilidade de microcdpsulas vazias, o biomaterial
explantado se quebrava com facilidade, durante a lavagem pré-andlises. Como previamente
mencionado, cdpsulas menores (abaixo de 700 pm) estdo associadas a uma maior
biocompatibilidade, quando comparadas a cdpsulas “regulares” (acima de 700 wm), tendo
sido relatados experimentos em que a quebra das estruturas e o crescimento pericapsular foi
grandemente induzido pelo tamanho das microcapsulas (90; 152). O fato das nossas cdpsulas
apresentarem um didmetro que varia entre 700 — 1000 wm pode ter impactado decisivamente a

biocompatibilidade observada nestes ensaios.
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Finalmente, as ilhotas microencapsuladas de ambos os grupos foram submetidas a
andlise funcional (Figura 30), através de um teste estdtico de secrecdo de insulina, frente ao
estimulo de glicose. Apesar de ndo haver diferenca estatistica no indice de secrecdo de
insulina entre os grupos estudados, somente as ilhotas de animais ainda normoglicémicos
apresentaram uma liberacdo de insulina significativa, se comparada a secrecdo basal.
Resultados similares foram encontrados em experimentos anteriores com ilhotas
microencapsuladas em Biodritina (114), seguindo o padrdo observado nos ensaios de
Duvivier-Kali e colaboradores (91). Estes dados mostram que, mesmo com todo o processo
de crescimento pericapsular, apés meses implantadas no sitio i.p., as ilhotas pancredticas
ainda foram capazes de responder ao estimulo de glicose, se ndo adequadamente, pelo menos
ressaltando a diferenca que mantinha o grupo normoglicémico livre do diabetes mellitus.

Apesar dos resultados que compdem esta tese abrirem novos questionamentos e ideias,
comuns a um trabalho de ciéncia translacional, os dados ja obtidos mostram a viabilidade do
melhoramento de um biomaterial adequado ao transplante celular. O sucesso encontrado nos
ensaios de reversdo 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 opg¢do cada vez mais vidvel e atrativa para o tratamento
de pacientes diabéticos tipo 1. Baseado nestes resultados, um depdsito de patente envolvendo
a utilizacdo do material LN-Biodritina para o encapsulamento celular ja foi realizado.

Esta ideia de imunoprotecdo ja 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 j4 passou por ensaios
clinicos de fases I e II e acredita-se que possa estar disponivel, como um novo tratamento, em
breve. A empresa Beta-O; Technologies (http://www.beta-02.com) foca na oxigenagdo das

ilhotas em um dispositivo subcutaneo e cita resultados promissores em modelo murino. Ja a
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empresa VitaCyte (http://www.viacyte.com) desenvolveu um protocolo de obtencdo de células
produtoras de insulina a partir de células-tronco embriondrias humanas e tem relatado sucesso
na producdo deste hormonio in vivo, em camundongos. Como ja mencionado anteriormente, a
utilizacdo de membranas semipermedveis, seja para o encapsulamento de células ou de
farmacos, é uma ferramenta poderosa no tratamento experimental e clinico de diversas
doencas, como Hemofilia, Cancer, Parkinson, Huntington, entre outras. Sendo assim,
acreditamos que os resultados aqui apresentados estdo 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. Conclusoes

a)

b)

c)

d)

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que:
a adicao de PFC e LN ao biomaterial Biodritina € capaz de modular o microambiente de
ilhotas pancreaticas microencapsuladas.
os novos biopolimeros obtidos, PFC-Biodritina e LN-Biodritina, apresentam a mesma
estabilidade e biocompatibilidade da Biodritina, entretanto, sdo capazes de induzir uma
modulagdo génica, proteica e funcional que deve proporcionar uma maior viabilidade
dessas células.
somente as ilhotas em microcédpsulas contendo LN estdo associadas ao principal efeito
observado, sendo responsiveis pela manutencdo da normoglicemia em animais
diabetizados por um tempo estatisticamente superior ao dos camundongos controle.

a adicao de moléculas bioativas a polimeros adequados ao encapsulamento é uma
estratégia vidvel, com todo o potencial de melhoramento da terapia celular para o

tratamento do diabetes mellitus tipo 1.
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