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“Comece fazendo o que é necessdrio, depois o que é possivel,

em breve estards fazendo o impossivel.”

Sdo Francisco de Assis



“Tudo tem o seu tempo determinado,
e hd tempo para todo o propdsito debaixo do céu.
Hd tempo de nascer, e tempo de morrer;
tempo de plantar, e tempo de arrancar o que se plantou;
Tempo de matar, e tempo de curar;
tempo de derrubar, e tempo de edificar;
Tempo de chorar, e tempo de rir;
tempo de prantear, e tempo de dangar;
Tempo de espalhar pedras, e tempo de ajuntar pedras;
tempo de abragar, e tempo de afastar-se de abragar;
Tempo de buscar, e tempo de perder;
tempo de guardar, e tempo de lancar fora;
Tempo de rasgar, e tempo de coser;
tempo de estar calado, e tempo de falar;
Tempo de amar, e tempo de odiar;

tempo de guerra, e tempo de paz.”

Eclesiastico 3;1-8
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IV. RESUMO

Campos-Lisboa, A.C.V. Ilhotas pancreaticas humanas vidveis para o transplante através do
aumento da massa de células e do imunoisolamento com microcapsulas biocompativeis.
2008. Numero de paginas do trabalho (121p). Tese - Programa de Pds-Graduagdo em
Bioquimica. Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

O transplante de ilhotas pancredticas humanas representa uma estratégia promissora para a
cura do diabetes mellitus tipo 1 (DM1), mas a aplicacdo a todos os pacientes diabéticos ainda é
impraticavel devido a limitada disponibilidade de ilhotas ou células B e a necessidade de utilizagdo de

drogas imunossupressoras pelo paciente transplantado.

O tratamento com imunossupressores apds o transplante de ilhotas pode ser abolido quando
se realiza o microencapsulamento das ilhotas pancredticas. Neste trabalho investigou-se um novo
biomaterial, Biodritina (alginato/sulfato de condroitina) adequado ao microencapsulamento que
gelifica na presenca de ions de calcio ou bario. A biocompatibilidade das microcapsulas tem sido
avaliada segundo o grau de pureza do alginato utilizado na sua confeccdao. Amostras de alginato
comercial purificado foram analisadas, comprovando-se a presenca de impurezas (polifendis,
endotoxinas, proteinas) em niveis elevados, que impedem sua aplicagdo clinica. Optou-se, portanto
pela utilizagdo do alginato comercial ultrapurificado nos experimentos descritos neste trabalho. Das
formulagGes de biomateriais avaliadas, as microcapsulas de bario-Biodritina apresentaram o melhor
desempenho em testes de estabilidade fisico-quimica. Estas microcapsulas mantiveram sua
morfologia e estabilidade estrutural apds permanecerem 30 dias na cavidade peritoneal de
camundongos, conforme demonstrado por microscopia eletronica de varredura (MEV). Andlises
histoldgicas mostraram que microcapsulas de bario-Biodritina explantadas, ndo possuiam adesdo
celular em sua superficie. Estudos de permeabilidade demonstraram que o tamanho médio dos
poros das microcdpsulas de bario-Biodritina permite passagem de proteinas de até 70 kDa, enquanto

os poros daquelas de calcio-Biodritina comportam proteinas de até 100 kDa. Experimentos de co-
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cultivo de macrofagos peritoneais com ilhotas de rato microencapsuladas demonstraram uma
capacidade imunoprotetora maior das microcapsulas de bario-Biodritina em relagdo as de calcio-
Biodritina, sendo que as primeiras ndo ativaram os macrdfagos. A manutencdo da viabilidade e
funcdo de ilhotas humanas microencapsuladas com bario-Biodritina foi confirmada através de ensaio
funcional in vitro, no qual ilhotas microencapsuladas apresentaram niveis de secre¢ao de insulina
idénticos aos de ilhotas nuas. A prova de conceito do biomaterial foi realizada através do implante de
ilhotas humanas microencapsuladas em bario-Biodritina em camundongos com DM1 induzido por
estreptozotocina. A hiperglicemia desses animais foi corrigida pelo implante por um periodo superior
a 60 dias, durante os quais o teste oral de tolerancia a glicose mostrou-se normal, demonstrando

completa funcionalidade e eficiéncia das ilhotas microencapsuladas com bario-Biodritina.

Partindo de observa¢des de que animais inoculados com a peconha do escorpido Tityus serrulatus
apresentam nesidioblastose, foi realizado o fracionamento do veneno por HPLC de fase reversa e 24
fracdes obtidas foram submetidas a ensaios de proliferagdo celular através da incorporacdo de *H-
timidina em células de insulinoma de rato RINm5F. Uma dessas fra¢des foi capaz de induzir a
proliferacdo das células RINm5F e quando aplicada a ilhotas humanas isoladas, elevou o indice de

secrecao de insulina e induziu um aumento da expressao dos mRNAs de insulina e PCNA.

Portanto, demonstrou-se que o biomaterial bario-Biodritina possui as caracteristicas necessarias para
microencapsular células/ilhotas com eficiéncia e que a “fracdo ativa” do veneno do escorpido T.

serrulatus induz proliferacdo de células RINm5F e melhora a secrec¢do de insulina de ilhotas humanas.

Palavras-chave: Diabetes mellitus tipo 1; Microencapsulamento de ilhotas; Veneno de escorpiao;

Transplante de ilhotas; Proliferacdo de células beta; Ilhotas pancreaticas de Langerhans.
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V. ABSTRACT

Campos-Lisboa, A.C.V. Obtention of human pancreatic islets for transplantation through an
increase in cell mass and an immunoisolation with biocompatible microcapsules. 2008.
Numero de paginas do trabalho (121p). PhD Thesis - Graduate Program in Biochemistry.
Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

Islet transplantation has been proposed as a promising therapeutic strategy for the cure of
type 1 diabetes mellitus (DM), however, its application to all diabetic patients is still not possible due
to the limited source of islets or B cells and to the need of an immunosuppressive treatment of the

recipient to avoid graft rejection.

The wuse of immunosupressors may be abolished when pancreatic islets are
microencapsulated prior to transplantation. Here, we investigated the use of a new biomaterial
suitable for cell microencapsulation, namely, Biodritin®, composed of alginate and chondroitin
sulphate, which is capable of gelation in the presence of barium or calcium ions. Microcapsules
biocompatibility has been evaluated according to the purity of the alginate used in its production.
Samples of purified commercial alginate were analyzed, but the high levels of contaminants
(proteins, endotoxins and polyphenols) detected prevented its use in clinical applications. On the
other hand, also commercially available ultrapure alginate fulfills the requirements for this
application, therefore, this biomaterial was chosen for our experiments. Among the different
biomaterial formulations evaluated, barium-Biodritin microcapsules displayed the best performance
in the physico-chemical tests. Scanning electronic microscopy revealed that barium-Biodritin
microcapsules maintained their morphology and structural stability after being implanted for 30 days
in the peritoneal cavity of mice. No cellular adhesion was detected on the surface of explanted
barium-Biodritin microcapsules by histological analysis. Permeability studies determined the medium
pore size of barium-Biodritin microcapsules, which allows proteins of up to 70 kDa to pass through

the biomaterial, while calcium-Biodritin pores accomodate proteins of up to 100 kDa. Co-culture of
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peritoneal macrophages with microencapsulated rat islets, revealed a superior immunoprotective
capacity of barium-Biodritin microcapsules, which were capable of protecting the islets with no
macrophage activation. Microencapsulated and naked human islets presented identical insulin
secretion levels upon stimulation with glucose in vitro, confirming that barium-Biodritin
microencapsulation maintains the function and viability of human islets. Proof-of-concept
experiments in which barium-Biodritin microencapsulated human islets were implanted into
chemically-induced diabetic mice, showed that these animals maintained normal blood glucose
levels for more than 60 days, during which oral glucose tolerance tests were normal, demonstrating

the complete functionality and efficiency of barium-Biodritin microencapsulated human islets.

From the observation that animals inoculated with the venom of the scorpion Tityus
serrulatus presented nesidioblastosis, we decided to fractionate the venom to isolate the active
principle. The venom was fractionated by reversed phase HPLC and 24 fractions were obtained and
submitted to cellular proliferation assays, in which rat insulinoma RINMSF cells evaluated for *H-
timidina incorporation. One of these fractions was capable of inducing cell proliferation and was also
applied to isolated human islets. Treated islets presented a higher insulin secretion index and an

increase in insulin and PCNA mRNA expression.

In conclusion, we demonstrated that the barium-Biodritin biomaterial possesses all
characteristics required for efficient cell/islet microencapsulation and that the active fraction of
Tityus serrulatus venom induces the proliferation of RINm5F cells and improves insulin secretion in

human islets.

Keywords: Type 1 Diabetes mellitus; Islet microencapsulation; Islet transplantation, Scorpion venom;

Beta cell proliferation; Pancreatic islets of Langerhans.
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1. Introducao

1.1. Diabetes mellitus tipo 1

Desde a primeira descri¢do clinica da doenga, no século | d.C., o diabetes mellitus (DM) motivou
sabios e cientistas por todo o Mundo a buscar um tratamento para esta enfermidade. Passados
dezenove séculos, Leonard Thompson tornou-se o primeiro paciente diabético do tipo 1 a receber
uma injecdo de insulina, apresentando uma drastica melhora clinica e representando um marco na
histéria da Medicina (Mathias and Brendel, 2008). Ainda no século XX, dois prémios Nobel foram
concedidos aos cientistas responsaveis por esse grande avanco: Frederick Banting e John Macleod,
que receberam o Prémio Nobel de Medicina de 1923 pela descoberta da insulina como o agente
terapéutico para o diabetes. Frederick Sanger recebeu o Prémio Nobel de Quimica de 1958, em
reconhecimento ao seu trabalho no qual seqiienciou totalmente a insulina, ampliando os horizontes
para o tratamento do DM com o advento da tecnologia do DNA recombinante (Mathias and Brendel,

2008).

Entende-se por DM um distlurbio crénico caracterizado por um comprometimento do
metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas, bem como pelo desenvolvimento tardio de
complicagdes vasculares e neuropaticas. Esta sindrome metabdlica esta diretamente relacionada a
uma deficiéncia absoluta ou relativa de insulina. A insulina ocupa uma posi¢cdao Unica entre os
hormonios que controlam o metabolismo de carboidratos em animais, sendo essencial para o
controle do nivel de glicose no sangue. A insulina (do latim insula, ilha) é produzida nas células B das
ilhotas de Langerhans presentes no pancreas. As ilhotas de Langerhans representam
aproximadamente 1 a 2% da massa total do pancreas humano, sendo compostas, principalmente,
por cinco tipos celulares: células B (produtoras de insulina), células o (produtoras de glucacon),
células & (produtoras de somatostatina), células PP (produtoras de polipeptideo pancreatico) e

células € (produtoras de grelina) (Figura 1).
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Do ponto de vista clinico, a maioria dos pacientes diabéticos é classificada em dois grupos:
diabetes mellitus tipo 1 (DM1) e diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (The Expert Committee on the
Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus, 2003). O DM1 ocorre secundariamente a destruicdo
auto-imune das células B produtoras de insulina. Classicamente, manifesta-se na infancia e
adolescéncia e cursa com deficiéncia completa de insulina. O DM2 representa uma constelagdo
heterogénea de doencas nas quais a resisténcia periférica a insulina coexiste com a diminui¢cdo da

secrecdo de insulina (Bennett and Plum, 1997).

llhota de Langerhans

Células da llhota

®c

Pancreas

Hexémero de insulina

Acinos Vasos sangliineos

Figura 1: Figura esquematica representando os principais componentes do pancreas: acinos, vasos sangliineos
e ilhotas de Langerhans e sua estrutura celular. A direita, desenho esquematico da estrutura tridimensional de
um hexamero de insulina coordenado pelo ion zinco (esfera roxa). Esta é a forma de armazenamento da
insulina dentro dos granulos de secregdo das células beta.

No Mundo, o DM acomete cerca de 250 milhdes de pessoas, destes 10% correspondem ao DM1
(WHO, 2007). Segundo a Sociedade Brasileira de Diabetes, a prevaléncia de DM1 e DM2 na
populagdo brasileira entre 30 e 69 anos, é de 7,6% (OPAS, 2007). O Brasil esta classificado como um
dos dez paises com a maior prevaléncia da doenca, juntamente com a India, China, EUA, Indonésia,
Russia, Japdo, Paquistdo e Italia (WHO, 2007). Os gastos publicos diretos e indiretos para o
tratamento do DM representam entre 5 a 15% dos gastos totais com doencas em saude no Mundo

(Merani and Shapiro, 2006).

O tratamento do DM envolve mudangas no estilo de vida e intervengdes farmacolégicas com
insulina (DM1 e alguns DM2) ou agentes hipoglicemiantes (DM2). Na seqiiéncia deste texto serd
enfatizado o tratamento para DM1, que é o foco desta Tese. Existem inUmeras apresentagdes

comerciais de insulina que diferem, principalmente, nas suas propriedades farmacodinamicas e
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farmacocinéticas. O tratamento intensivo com insulina raramente restabelece a homeostasia da
glicemia para os niveis observados em individuos ndo diabéticos. Além disso, sabe-se que as
conhecidas complicagGes secundarias do diabetes, como nefropatia, retinopatia, neuropatia e
problemas cardiovasculares, estdo diretamente relacionadas com os desequilibrios dos niveis
glicémicos nos pacientes. Atualmente, com o avanc¢o das técnicas de transplante e cultivo celular,
muitos trabalhos vém sendo direcionados para o transplante de tecido produtor de insulina. Assim,
torna-se possivel acreditar que a cura para a doenca esta na reposicdo da massa de células B, aliada

ao controle da autoimunidade, causadora do DM1.

2. O transplante de pancreas

Os primeiros transplantes de pancreas, 6rgao total, em pacientes DM1 foram realizados por
Kelly e Lilleheie em 1966. No entanto, os resultados ndo foram promissores: menos de 3% dos
transplantes apresentaram sucesso dentro do periodo de um ano, tendo sido observada uma taxa de
mortalidade de 60% (Lillehei et al., 1969a; Lillehei et al., 1969b). As altas doses de esterdides
utilizadas na terapia imunossupressora foram apontadas como a causa principal do insucesso.
Contudo, foi dado inicio a batalha em busca da cura do DM1 e o transplante do érgdo total
apresentou avangos considerdveis, principalmente quando associado ao transplante renal. Somente
no ano de 1995, 7.505 transplantes pancreaticos foram realizados, apresentando taxas de 78% de
sobrevida do enxerto e 92% de sobrevida do paciente (Sutherland et al., 2001). Nos grandes centros,
a maioria dos pacientes transplantados alcanca a independéncia de insulina por muitos anos.
Infelizmente, devido a necessidade de imunossupressdo prolongada, o transplante de pancreas é
priorizado para um grupo seleto de pacientes, sobretudo para aquele previamente transplantado
com rim. Nestes pacientes a homeostasia propiciada pelo pancreas pode ser crucial na manutenc¢do

da funcionalidade renal.

3. O transplante de ilhotas pancreaticas
Uma alternativa estratégica ao transplante de pancreas drgdo total foi idealizada e realizada por

Paul Eston Lacy em 1972, onde apenas as ilhotas de Langerhans, separadas da parte exdcrina do
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pancreas, foram infundidas na veia porta de roedores diabéticos, revertendo a hiperglicemia desses
animais (Ballinger and Lacy, 1972). Em 1990, David Scharp e colaboradores obtiveram como
resultado um més de reversdo de diabetes num paciente portador de DM1 transplantado com
ilhotas humanas. Entretanto, limitagdes técnicas nos procedimentos de isolamento de ilhotas e nos
protocolos de imunossupressao impediram a ampla aplicagdo deste tratamento (Scharp et al., 1990).
Entre os anos 1990 e 2000, 450 pacientes portadores de DM1 receberam transplante de ilhotas
humanas e apenas 8% destes ficaram livres de insulina (Merani and Shapiro, 2006). Até que, no ano
2000, as esperancas nesta tecnologia foram reavivadas pelo grupo de pesquisadores da Universidade
de Alberta, Edmonton, liderado pelo Dr. James Shapiro. Este grupo apresentou um estudo onde sete
pacientes DM1 transplantados com ilhotas humanas permaneceram insulino-independentes por um
ano (Shapiro et al., 2000). O sucesso foi alcancado gracas a aplicacdo de um conjunto de diretrizes
experimentais conhecido como o Protocolo de Edmonton, que incluia: a) um regime de
imunossupressao livre de esterdides, b) a selecdo de pacientes DM1 com mais higidez (ndo possuiam
falhas renais, nem oscilagbes consideraveis nos niveis glicémicos), c) isolamento de ilhotas na
auséncia de proteinas xenogénicas' e d) infusdo de uma quantidade consideravel de massa de células
B (minimo de 10.000 IEQ? por quilograma de massa corpdrea foi administrado por paciente em duas
ou mais infusGes) (Shapiro et al., 2000). Apds o Protocolo de Edmonton, uma quantidade exponencial
de testes clinicos com transplantes de ilhotas aconteceu por todo o Mundo, mas dentro de um
periodo de cinco anos, apenas 10% dos pacientes transplantados permaneceram livres de insulina

(Ryan et al., 2005).

Entretanto, a independéncia de insulina exégena pode ser o ultimo objetivo destes pacientes

transplantados. O restabelecimento dos niveis de peptideo-C?, liberado pelas células B, e a reducdo

! Xenogénico: entre individuos de espécies diferentes.

?IEQ: da sigla em inglés islets equivalents — unidade que normaliza as ilhotas para o tamanho de 150 pm.
3Peptl'deo-C: peptideo liberado quando a pré-insulina é clivada em insulina, é armazenado nos granulos de
secrecdo das células B. E eliminado na corrente sanguinea em quantidades eqiiimolares as da insulina.
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do nivel de hemoglobina glicada®, apresentaram efeitos benéficos nos pacientes transplantados,
mesmo com necessidade de administracdo de insulina exdgena. Ja foi demonstrado que o peptideo-
C possui efeito bioldgico em pacientes diabéticos, relacionado com melhorias na microcirculacgdo,
permeabilidade vascular, atividade da Na'K’ATPase e condutividade nervosa (Ballinger and Lacy,

1972; Fiorina et al., 2003; Ido et al., 1997; Steiner and Rubenstein, 1997; Wahren et al., 1994).

Ao confrontar os tratamentos, o transplante de ilhotas apresenta-se aparentemente vantajoso
frente ao transplante de pancreas orgdo total, pelas seguintes razdes: a) consiste em uma menor
massa de tecido implantado, implicando numa cirurgia menos invasiva, com um risco de
complicagdes vinte vezes menor em relacdo ao transplante 6rgdo total (Sutherland, 2003); e b)
permite recorrer a um banco de tecidos. Em contrapartida, o transplante de pancreas érgdo total
propicia um melhor ambiente para a regeneracdo das células B, apresentando resultados com maior
tempo de sobrevida do enxerto. Porém, ambas as estratégias permanecem distantes de se tornar o
tratamento padrdo para pacientes DM1 devido a limitada fonte de drgdos transplantaveis e a

necessidade do uso de imunossupressores.

A imunossupressdo geralmente cursa com efeitos colaterais indesejaveis como nduseas,
ulceragGes orais, diarréia, constipacdo, fadiga, anemia, edema, tumor, acne, hipertensdo,
dislipidemia e neutropenia, predispondo o paciente a infec¢gdes oportunistas (Taylor et al., 2005).
Além disso, estudos recentes demonstraram que alguns imunossupressores, adotados tanto pelo
Protocolo de Edmonton quanto em cirurgias de pancreas orgdo total, apresentam efeitos deletérios
sobre as células B das ilhotas de Langerhans e sobre a funcdo renal (Laugharne et al., 2007; Maffi et
al., 2007). Portanto, o uso de imunossupressores nos tratamentos com transplante érgdo total ou

com ilhotas fica restrito aqueles pacientes com complicacdes severas do DM1, como o diabetes

4 . . . . ; . . 24

Hemoglobia glicada (ou “glicosilada”): é dosada em pacientes diabéticos e representa a porcentagem de
hemoglobina que reagiu e se ligou a glicose no sangue e, por isso, permite registrar os niveis de glicemia que o
paciente apresentou durante os uUltimos dois ou trés meses.
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hiperlabil® (Nielsen et al., 2002; Tattersall, 1977). Outro possivel candidato ao transplante é o
paciente que ja recebeu um transplante renal e por isso se encontra sob um protocolo de
imunossupressao (Robertson et al., 2000). Além disso, o uso de imunossupressores também é
desfavorecido pelo seu elevado custo. Como alternativa ao uso destas drogas, esta Tese se apdia na
tecnologia do microencapsulamento de ilhotas buscando melhorias necessarias ao sucesso desta

aplicacao.

1.4. Microencapsulamento de ilhotas

Na busca da imunoprotecdo de células transplantadas, em 1964, Chang propds a idéia de
envolver estas células com membranas ultrafinas de polimeros, o que introduziu na literatura
cientifica os termos “células artificiais” e bioencapsulamento (Chang, 1964). O bioencapsulamento
consiste numa barreira imunoprotetora para as células. O principio metodoldgico visa revestir a
ilhota (ou célula) com uma membrana artificial, semipermeavel, que preserve sua integridade
morfoldgica e funcional (Calafiore and Basta, 1995). A membrana deve ser um obstéaculo fisico que
impeca a entrada de anticorpos, linfécitos e outras células do sistema imune. Entretanto, deve ser
permedvel a insulina e a substancias de baixo peso molecular, como nutrientes, eletrdlitos, oxigénio

e glicose (Calafiore, 1997; Lanza et al., 1993; Lanza et al., 1991; Lanza et al., 1995) (Figura 2).

Em 1980, Lim e Sun aplicaram esta técnica para encapsular ilhotas de Langerhans. Passados vinte
e quatro anos, Korbutt e colaboradores (2004), conseguiram, pela primeira vez, reverter o DM1 em
ratos apds o implante de ilhotas pancreaticas humanas, sem o uso de imunossupressdo (Korbutt et
al., 2004). A normoglicemia foi sustentada por vérias semanas. Desde entdo, foi intensificada a busca

de conhecimentos cientificos e tecnolégicos necessarios ao desenvolvimento desta metodologia.

Existem trés principais maneiras de realizar o encapsulamento: sistema de manobra vascular,

macroencapsulamento e microencapsulamento (Mullen et al., 2000). No primeiro, as células ficam

> Diabetes hiperlabil: individuo diabético que pela freqiiéncia/intensidade dos episddios de hipo/hiperglicemia,
se vé impedido de ter um ritmo de vida no qual possa desempenhar as atividades normais do cotidiano,
independentemente da causa da hiperlabilidade (Tattersall, 1997).
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muito préximas da circulagdo sanglinea, facilitando a troca de metabdlitos. No entanto, o alto risco
de trombose, associado ao alto risco do procedimento cirdrgico, ndo permitiram sua aplicacdo em
seres humanos (Maki et al., 1996). O macroencapsulamento consiste em envolver o enxerto em
macrodispositivos em forma de fibras, folhas ou esferas. Os resultados destes dispositivos
implantados demonstram forte associacdo com fibrose, além de limitar a difusdo de nutrientes,
oxigénio e eletrdlitos ao tecido implantado, levando a necrose dos mesmos (Suzuki et al., 1998;
Uludag et al., 2000). J& no microencapsulamento, a forma esférica e o pequeno tamanho do
dispositivo oferecem uma razido superficie/volume e uma capacidade de difusdo, 6timas, quando
comparadas com os parametros correspondentes nas macrocdpsulas. Outra vantagem sobre os
demais dispositivos é que, se uma microcapsula for danificada, isto ndo implicarad na perda de todo o

implante, uma vez que existem varias microcapsulas contendo as células de interesse.

Insulina, Anticorpose
glicose, O, célulasdo sistema imune

-
\_3 '0.

. . ———1lhota

. — Alginato 3
‘/ O p =t . g - R’g Nutrientes,
- (Biodritina) o —"

Figura 2: A esquerda, fotografia de microcapsulas de Biodritina® (alginato + sulfato de condroitina)
envolvendo ilhotas de Langerhans humanas. A direita, representacio esquemdtica da funcdo da
microcdpsula: permitir livre transito de nutrientes e metabdlitos e impedir a entrada de anticorpos e
células do sistema imune.

Os materiais utilizados para o microencapsulamento apresentam variacdes quanto a sua
composicdo. Dois tipos principais de materiais ja foram estudados: polimeros termoplasticos e

polimeros de hidrogel.

Dentre os polimeros termoplasticos estudados estdo os poli(hidroximetil-acrilato-metil
metacrilato)(HEMA-MMA), copolimeros de acrilonitrila (AN69) e polietilenoglicol (PEG). Estes
polimeros apresentam vantagens quanto a estabilidade da capsula apds o implante. No entanto, o
uso de solventes organicos, necessarios para a sua solubilizagdo, interfere na funcdo celular (de Vos

et al., 2002a).
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J4 os hidrogéis apresentam vantagens para o microencapsulamento celular. A confeccdo de
microcdpsulas com estes materiais pode ser realizada em condig¢0es fisioldgicas. Além disso, esses
materiais possuem duas caracteristicas desejaveis a biocompatibilidade de uma membrana: a
hidrofilia e a maleabilidade. A caracteristica hidrofilica faz com que a tensdo superficial entre os
fluidos e os tecidos adjacentes seja minima, reduzindo a adsorgdo de proteinas e adesdo celular,
indesejdveis ao microencapsulamento por restringirem a difusdo de oxigénio e nutrientes. J3d a
maleabilidade dos hidrogéis amortiza os eventos de irritacdo mecanica aos tecidos adjacentes (de
Vos et al., 2002a). Dentre os hidrogéis estudados, como alginato, quitosana e agarose, o material

que melhor se enquadra aos padrdes necessarios a um biomaterial ideal é o alginato.

O alginato detém as maiores vantagens, uma vez que: a) nao interfere com a fun¢do das ilhotas
(de Haan et al., 2003), b) a confecgao das capsulas ocorre em condigdes fisioldgicas (temperatura
ambiente, pH fisioldgico e solugdes isotbnicas) e c) permanece estavel por anos em pequenos e
grandes animais, incluindo o ser humano (Soon-Shiong et al., 1994). O alginato é um polissacarideo
encontrado tanto na matriz intercelular de algas marrons quanto recobrindo, extracelularmente,
algumas espécies de bactérias (Moe et al.,, 1995). Os alginatos sdo polimeros lineares nao-
ramificados que contém os residuos de acido 1,4-B-D-manurdnico (M) e acido 1,4-a-L-gulurdnicos
(G). Esses residuos estdo ligados em blocos de homopolimeros de M (M-M-M), homopolimeros de G
(G-G-G) e heteropolimeros MG, podendo ser alternados (M-G-M-G) ou ndo. A proporg¢do e a
distribuicdo desses dois monémeros diferem segundo a fonte do alginato e determinam importantes

propriedades fisico-quimicas para sua aplica¢do (Figuras 3-A e 3-B).

As classicas microcapsulas de alginato sdo preparadas pela extrusdo da mistura de células
suspensas em uma solugdo de alginato de sddio através de um gerador de gotas. Microgotas sdo
coletadas em uma solu¢do de ions divalentes, como calcio ou bario, se tornando microesferas de gel

contendo células em seu interior.

A escolha pelo ion mais adequado esta atrelada a composicdo do alginato em estudo, segundo a

propor¢do M:G. Os ions divalentes estabelecem ligacGes iGnicas com as carboxilas presentes nos
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blocos G (homopolimeros G-G-G) e nos blocos alternados MG (MG-MG ou MG-GG) levando a
formacao de estruturas denominadas “caixas de ovos” (Donati et al., 2005)(Figuras 3-C, -D e -E). O
ion cdlcio esta freqlientemente associado ao uso de polications para a confec¢do de uma membrana
imunoprotetora estdvel. J4 os ions bario estabelecem ligacdes idnicas mais fortes do que os ions
calcio e, por isso, as capsulas confeccionadas com bario sdo mais resistentes e dispensam o uso de

polications (de Vos et al., 2006; Thu et al., 1996b; Zimmermann et al., 2005).
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Figura 3: A — Alga marrom, principal fonte de alginato. B — Estrutura dos mondmeros do alginato, M e G. C -
Representacdo da ligacdo iGnica entre o ion bario e a carboxila do residuo G. D — Representacdo da
coordenacgdo de ions divalentes com as carboxilas dos residuos G nas cadeias de alginato (G-G-G), que resulta
na gelificagdo do material. E — Analogia da figura D com a estrutura de “caixas de ovos”.

As capsulas de alginato gelificadas com ions calcio necessitam de um revestimento com
polications (poli-L-lisina, poli-L-ornitina, dentre outros) para adquirirem porosidade e estabilidade
mecanica ideais ao implante (de Vos et al.,, 2006). No entanto, esses polications precisam ser
recobertos com alginato, pois a exposi¢ao dos seus residuos leva a adesao de células inflamatérias na
superficie da cdpsula (Clayton et al., 1991; King et al., 2001). Estudos recentes nos quais as
propriedades fisico-quimicas das capsulas foram avaliadas com mais detalhes (Espectroscopia Roto-
eletronica de Raios-X — XPS, Espectroscopia Infravermelha de Transformada de Fourier — FT-IR,
Microscopia Confocal e Imagem de ToF-SIMS) demonstraram que a cobertura com alginato sobre os
polications ndo é eficiente, deixando expostos residuos positivos na sua superficie (de Vos et al.,
2002b; Strand et al., 2003; Tam et al., 2005; van Hoogmoed et al., 2003). Estes achados trouxeram

implicagGes muito sérias sobre a biocompatibilidade destas cdpsulas, comprometendo a sobrevida
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do implante e apontando para o uso do ion bario para obtencdo de microcapsulas estaveis e

biocompativeis.

Nesta Tese, foi avaliado o biomaterial denominado Biodritina®, desenvolvido na década de 90
pelo brasileiro Prof. Dr. Marcos Mares Guia e patenteado pela empresa Biomm Inc. (sede em Miami,
EUA) (Mares-Guia and Ricordi, 1997). A Biodritina® é um heteropolissacarideo composto por alginato
e sulfato de condroitina®, o que associa a porosidade desejavel e a estabilidade mecanica a
biocompatibilidade, tanto do alginato, como do sulfato de condroitina. Os sulfatos de condroitina
utilizados na formulacdo da Biodritina® foram os sulfatos de condroitina -4 e -6. A justificativa desta
escolha estd amparada nas suas conhecidas caracteristicas de biocompatibilidade: distribuicdo
ubiqua nos tecidos animais (componente da matriz extracelular); por ndo ser imunogénico e por sua
aparente inabilidade em se ligar a receptores ou tipos celulares conhecidos (Mares-Guia and Ricordi,
1997). O desenvolvimento da Biodritina® como um biomaterial aplicivel a terapia celular vem
ocorrendo através da parceria entre o Nucleo de Terapia Celular e Molecular — NUCEL, situado no
Instituto de Quimica da USP, o Diabetes Research Institute da Faculdade de Medicina da

Universidade de Miami (EUA) e as empresas Biomm Inc. (EUA) e CellProtect Biotechnology (Brasil).

1.5. A biocompatibilidade das microcapsulas

“A biocompatibilidade é freqlentemente definida como a habilidade funcional de um
biomaterial frente a resposta do receptor para uma aplicacdo especifica” (Williams, 1987). Essa
definicdo é facilmente compreensivel quando se consideram dispositivos artificiais como proteses de
quadril, joelhos e implantes dentdrios. Entretanto, passa a ser uma definicdo um tanto complicada
guando aplicada a sistemas bioartificiais que envolvem tecnologia de imunoisolamento. Em
dispositivos de imunoisolamento ndo existe apenas a interacdo entre o biomaterial e o tecido
adjacente externo (ambiente do receptor), mas também entre o biomaterial e o tecido do doador, no

interior da cdpsula. Apesar desse Ultimo aspecto ndo ser coberto pela definicdo classica, deve-se

® Sulfato de Condroitina: é um importante componente estrutural de cartilagens e prové grande parte da sua
resisténcia e compressdo. E um glicosaminoglicano (GAG) sulfatado composto por cadeias alternadas dos
acucares sulfatados, N-acetilgalactosamina e acido glucuronico.
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considerar que a verdadeira biocompatibilidade para esta aplicacdo (imunoisolamento) implica em se

obter uma sobrevida prolongada do tecido implantado (de Vos et al., 2006).

A biocompatibilidade da microcdpsula é definida por trés propriedades: composi¢do do alginato,
pureza do alginato e integridade da microcapsula. Escolhido o alginato com alto contetdo de G e os
ions bario para sua confeccdo, a biocompatibilidade da microcdpsula permanece comprometida se o
material em uso contiver impurezas. Por ser extraido de algas marinhas marrons, o alginato contém
alto contetddo de impurezas, como endotoxinas, polifendis e proteinas. Varios protocolos para a
eliminagdo destas impurezas ja foram testados ao longo dos ultimos anos (Dusseault et al., 2005). A
maioria deles nao alcangou sucesso, permanecendo a observa¢do de resposta inflamatdria ao
material implantado (de Vos et al., 2002b). Dada a necessidade da criacdo de uma central produtora
de alginato de alta qualidade, em 2004, a empresa NovaMatrix/FMC colocou no mercado um
alginato ultrapurificado (Pronova®) atendendo as exigéncias necessdrias para o grau clinico

(https://www.novamatrix.biz).

Iy

Ja a biocompatibilidade relacionada a integridade da microcdpsula é dependente de suas
propriedades fisico-quimicas. A producdo de microcapsulas irregulares ou com baixa estabilidade
fisica e osmdtica pode provocar uma reagao inflamatéria fatal para as células presentes em seu
interior. Qualquer deformidade na superficie da capsula, independente do conteuddo celular,
ocasiona seu reconhecimento pelas células de defesa e fibroblastos do receptor. A adesdo destas
células a superficie das cdpsulas altera a sua permeabilidade a nutrientes e oxigénio. Além disso, as
células de defesa podem liberar fatores humorais pré-inflamatérios, menores que anticorpos, como
as citocinas, aptas a atravessar a membrana da cdpsula e danificar as células em seu interior (de

Groot et al., 2004).

Em contrapartida, uma vez implantadas, as cdpsulas estdo sujeitas a estresses fisicos como, por
exemplo, a compressdo e a estresses osmoticos, pela eventual troca de ions sédio por célcio ou
bario. Esses estresses podem levar a ruptura das microcapsulas e conseqiiente exposicdo de

antigenos, e ao ingresso de moléculas mediadoras da reagao imunoldgica (de Vos et al., 2002c). Por
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isso, as microcdpsulas implantadas devem apresentar auséncia de deformidades em sua superficie e

apresentar uma estrutura resistente aos eventuais estresses relacionados anteriormente.

Hoje, o microencapsulamento celular é visto como uma tecnologia promissora, ndo apenas no
tratamento de DM1, mas também de outras doencas, incluindo anemias (Koo and Chang, 1993),
nanismo (Chang et al.,, 1993), hemofilia B (Hortelano et al., 1996; Liu et al., 1993), nefropatias
(Cieslinski and David Humes, 1994; Prakash and Chang, 1996), hepatopatias (Wong and Chang, 1986),
insuficiéncias hipofisaria (Aebischer et al.,, 1986) e do sistema nervoso central (Aebischer et al.,
1994), além de outras enfermidades, como cancer (Xu et al., 2002). No entanto, essa tecnologia vem
sendo testada com limitado sucesso em estudos clinicos pilotos em pacientes sem imunossupressao
no tratamento de DM1 (Calafiore et al., 2006; Elliott et al., 2007; Soon-Shiong et al., 1994) e
hipoparatireoidismo (Hasse et al., 1997). E vélido lembrar que os testes clinicos com ilhotas
microencapsuladas em pacientes portadores de DM1 tiveram seu inicio quando o conhecimento da
estrutura das microcapsulas e suas propriedades relacionadas a biocompatibilidade eram ainda
insuficientes. Por isso, os procedimentos utilizados ndo foram ideais, incluindo o uso microcapsulas
de alginato revestidas com polications e ions calcio para gelificacdo. Os resultados desses testes
clinicos, publicados em 2006, sdo promissores; porém, claramente evidenciam a necessidade de
aprimoracdo da técnica. Os pacientes apresentaram um enxerto de ilhotas microencapsuladas
funcional por aproximadamente um ano, com niveis detectdveis de peptideo-C na corrente
sanguinea, antes indetectaveis. Além disso, o consumo de insulina exdgena declinou
progressivamente, assim como o nivel de hemoglobina glicada (Calafiore et al., 2006). Trés grandes
empresas também ja iniciaram testes clinicos com ilhotas humanas encapsuladas em pacientes
diabéticos: a ReNeuron, a Living Cell Technologies e a Novocell. No entanto, a informacgao disponivel
encontra-se apenas em press-releases das empresas, que informam que os testes clinicos foram

bem-sucedidos (http://www.reneuron.com, http://www.lctglobal.com e http://www.novocell.com).

A ciéncia e a tecnologia por tras do microencapsulamento envolvem o desafio de convergir varias

areas do conhecimento, dentre elas: Medicina, Biologia Celular, Bioquimica, Imunologia,
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Farmacologia, Quimica Organica, Fisico-quimica, Ciéncia dos Materiais e Nanotecnologia.
Aparentemente, a harmonia entre estas ciéncias, capaz de identificar e solucionar os principais
entraves relacionados a esta tecnologia, teve seu inicio no comeco deste século. Pode-se observar na
literatura o surgimento de novos conceitos que tém originado importantes avangos no conhecimento

basico do imunoisolamento e nos fatores que determinam seu sucesso ou seu fracasso.

1.6. A resposta imune no transplante de ilhotas microencapsuladas

Conforme mencionado anteriormente, o DM1 resulta da destrui¢cdo auto-imune das células B nas
ilhotas pancredticas. Essa destruicdo também é observada nas ilhotas transplantadas e representa
uma importante causa da perda da funcdo do enxerto, tanto de ilhotas ndo encapsuladas, como de
pancreas 6rgdo total (Titus et al., 2000). Do ponto de vista do microencapsulamento, as cdpsulas nao
s6 oferecem uma barreira fisica, impedindo a ativacdo do sistema imune dependente do contato
célula-célula, como também, impedem a entrada de anticorpos provindos da auto-imunidade do
DM1. Entretanto, deve-se chamar a atencdo para reacbes imunes inevitaveis, relacionadas ao
implante, as quais as cadpsulas podem ser susceptiveis. Essas reagdes essencialmente envolvem a
ativacdo ndo especifica do sistema imune apds os procedimentos cirdrgicos do transplante. Em
decorréncia destes procedimentos diversos mediadores inflamatdrios sdo liberados, gerando
aumento da quimiotaxia de leucécitos e conseqiiente liberagdao de fatores bioativos tdxicos para as
células implantadas (Tang and Eaton, 1999). Estes fatores sdo citocinas pré-inflamatérias como
interleucina-1p (IL-1B) (Bendtzen et al., 1986), fator de necrose tumoral a (TNF-a) e interferon y (IFN-
v) (Campbell et al., 1988). A resposta inflamatdria evolui a seguir de acordo com a natureza do que
foi implantado. No caso de ilhotas ndo encapsuladas inicia-se um processo de rejeicdo imune-
mediado envolvendo vias diretas e indiretas de apresentacdo de antigenos’. Na via direta, as células
apresentadoras de antigenos® (APC), presentes nas ilhotas transplantadas, migram para os

linfonodos do receptor e ativam células T neste sitio por apresentarem os antigenos do implante. As

7 , P , P . .
Antigeno: é toda particula ou molécula capaz de iniciar uma resposta imune, a qual comeca pelo
reconhecimento pelos linfocitos e cumula com a produc¢do de um anticorpo especifico.
8~/ , . , . ;.
Célula apresentadora de antigenos (APC): células que apresentam antigenos aos linfécitos T.



l-Introduciao 114
células T ativadas retornam a regido do implante e o destroem (Sutton et al., 1989). Na via indireta,
células dendriticas do préprio receptor migram para a regidao do implante e fagocitam peptideos e
proteinas do tecido doado, incluindo antigenos especificos das células B do doador. Estas células
migram até os linfonodos, onde ativam linfécitos T, os quais, da mesma forma, retornam para

destruir o implante (Hegre et al., 1984a; Hegre et al., 1984b).

Em se tratando de ilhotas microencapsuladas os eventos de migracdao de APC do implante para
os linfonodos sdo barrados pela membrana da capsula. J& o efeito da resposta imune via
apresentacdo indireta de antigenos vem ganhando atencdo nos ultimos anos (Orive et al., 2006). Ao
fagocitarem os antigenos, alogeneicos ou xenogeneicos, provindos do tecido encapsulado, as células
APC iniciam a resposta imune via ativacdo de linfécitos B com produgdo de anticorpos tecido-
especificos (Lanza and Chick, 1997a; Lanza and Chick, 1997b; Lanza and Chick, 1997c). A producdo
desses anticorpos ndo é considerada deletéria uma vez que a cdpsula apresenta uma barreira fisica
que impede a entrada dos mesmos. Em contrapartida, associada a producdo de anticorpos esta
também a producdo de citocinas com efeitos deletérios para o tecido transplantado. Ndo obstante,
as citocinas sdo consideradas o calcanhar de Achilles das microcapsulas, por possuirem massa
molecular entre 5 a 80 kDa e, portanto, serem permeaveis a microcapsula. Felizmente, esforgos
combinados tém mostrado que o efeito final das citocinas liberadas é dependente da combinagdo da
presenca de diferentes tipos de citocinas e das suas respectivas concentragées (de Groot et al., 2001;
de Vos et al., 2004; King et al., 2000). Além disso, nos casos de xenotransplante foi evidenciado que

as ilhotas xenogénicas possuem receptores de menor afinidade as citocinas (Piro et al., 2001).

1.7. Fontes alternativas de células B para o transplante

A obtengdo de uma massa de células B adequada a demanda do transplante de ilhotas
pancreaticas em pacientes DM1 representa um dos objetivos centrais na busca da cura desta doenga,
ao lado do desenvolvimento de uma tecnologia de microencapsulamento funcional. Contudo, como
mencionado anteriormente, o nimero de doadores de dérgdos é severamente limitado. Em vista

disto, atualmente, existem duas linhas principais de pesquisas que buscam obter uma massa
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adequada de células P transplantaveis: a utilizagdo de ilhotas suinas e a expansao in vitro de células

isoladas de pancreas humanos.

O uso de fontes alternativas, como ilhotas pancreaticas suinas, tem provocado um importante
debate cientifico, social e ético. Até o momento ha o relato de quatro testes clinicos em pacientes
portadores de DM1 nos quais foram realizados transplantes de ilhotas suinas (Tabela 1) (Elliott et al.,
2000; Groth et al., 1994; Valdes-Gonzalez et al., 2005; Wang et al., 2005). Além disso, existem duas
comunicagdes verbais de testes clinicos em larga escala acontecendo na China e na Russia (Rood and
Cooper, 2006). Todos estes testes tiveram seu inicio antes do Comité de Etica da Associagdo
Internacional de Xenotransplante (IXA) publicar seus principios acerca deste procedimento em
humanos. Além disso, a eficacia do transplante de ilhotas suinas em primatas ndo-humanos, teste
pré-clinico cientificamente e eticamente imprescindivel antes da realizacdo de testes em seres
humanos, nao foi ainda confirmada para longos periodos de sobrevivéncia do implante. Dada a
possibilidade de transferéncia de microorganismos do porco para o paciente e, talvez para a
comunidade como um todo, os testes clinicos envolvendo xenotransplante sé deveriam ser
autorizados pelas agéncias regulatdrias apds a existéncia de evidéncias claras de sucesso em modelos
pré-clinicos em primatas nao-humanos. Os agentes conhecidos, passiveis de transferéncia, sdo
principalmente os retrovirus enddgenos de porcos (PERV), mas também outros virus, como
citomegalovirus e virus linfotréfico do herpes (Gunzburg and Salmons, 2000; Rood and Cooper,
2006). Felizmente, nos testes clinicos apresentados ndao houve eventos de infecgdo por PERV. No
entanto, a morte das ilhotas implantadas apds um periodo do implante pode ter levado também a
destruicdo dos possiveis PERV nelas contidos (Rood and Cooper, 2006). Tem sido visto com muito
bons olhos os esforcos combinados em busca de “porcos limpos”, livres de microorganismos téxicos
aos seres humanos, para serem utilizados como fonte de ilhotas bem como de outros tipos celulares.
Os testes realizados na Nova Zelandia e no México (Tabela 2) utilizaram porcos da Nova Zelandia
crescidos em um ambiente livre de microorganismos, mas, mesmo assim, apresentavam a infec¢do
por PERV. O IXA recomendou uma série de medidas a serem impostas aos pacientes que se

submetem a estes testes, como a limitacdo de seu livre transito entre paises. Todavia, a obtengdo de
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“porcos limpos” tem apresentado avancos considerdveis, em um esfor¢co combinado da empresa
Spring Point Project, em Minnesota. Com o apoio do Diabetes Research & Wellness Foundation®
(DRWF) e supervisdo colaborativa do FDA®, a empresa pretende iniciar testes clinicos em pacientes

portadores de DM1 aprovados pelo FDA ainda em 2008 (http://www.springpointproject.org).

Tabela 1: Testes clinicos de transplante de ilhotas suinas em pacientes portadores de DM1.

Ref. Pais llhota Recipiente Sitio de n° deilhotas Uso Resultados
suina (n) implante  (ICC?/NPI°)  IMN®
Groth, Suécia ICC Grupo A:2 A:ESR A:200.000e  Sim A: Sem pep-Cd.
1944 GrupoB:8 B:CP® 410.000 Infiltrado inflama-
B:330.000 - torio no 21° dia.
1.020.000 B: Pep-C por 460 dias
(n=4).
Elliot, NZ® NPI 1 cP 1.000.000 N3o Citado no texto.
2007
Valdez- México  NPI 12 RS" em 14.000 - Nao Sem pep-C. Diminui-
Gozales, tubos de 21.000/kg ¢do de insulina exo-
2005 aco/ gena por 4 anos para
teflon um n=6.
Wang, China NPI 19 Artéria 5- Sim Com pep-C e dimi-
2005 Intra- 7.000.000 nuicao de insulina e-
hepatica xégena (1 ano, n=18)

% ICC = islets-like cell cluster (agrupamento de células semelhante 3 ilhota); ® NPI = neonatal pig islet (ilhota de porco
neonato); © IMN = imunossupressores; d Pep-C = nivel plasmitico de peptideo-C; © NZ = Nova Zela?lndia;f ESR = espago

. . h . R
subcapsular renal; & CP = cavidade peritoneal; RS = regido subcutanea.

Dos testes clinicos citados, apenas um utilizou a tecnologia de microencapsulamento. Foi o teste
realizado na Universidade de Auckland na Nova Zelandia em conjunto com a empresa Living Cell
Technologies (Elliott et al., 2007). O resultado apresentado foi semelhante aquele resultado
apresentado pelo grupo do Dr. Ricardo Calafiore, na Italia (Calafiore et al., 2006). O paciente recebeu
uma grande quantidade de ilhotas isoladas de porcos neonatos (15.000 IEQ por kg de massa
corpdrea), microencapsuladas em uma matriz de alginato-polications-alginato gelificadas com ions
calcio. O paciente apresentou uma reducdo nos niveis de insulina exégena por 49 semanas, niveis de
peptideo-C detectaveis por 11 meses e nenhuma evidéncia de infec¢do pelo PERV, tendo sido
monitorado por nove anos e meio apds o implante (Elliott et al., 2007). A principal questdo ética

envolvendo o uso de xenotransplante microencapsulado estd em assegurar que os pacientes sejam

°FDA: do ingles U.S. Food and Drug Administration é uma agéncia do Departamento de Saude e Servigos
Humanos dos Estados Unidos, responsavel pela regulamentagdo e seguranga de vdrios produtos como
alimentos, medicamentos, vacinas, cosméticos, dentre outros.
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submetidos a um procedimento que demonstre claramente a eficacia e principalmente a

biosseguranca, baseando-se em protocolos e procedimentos padronizados.

Como alternativa as ilhotas suinas varios grupos vém trabalhando na busca por fatores indutores
de proliferacdo in vitro de células B humanas. Contudo, este constitui um grande desafio clinico e
cientifico dada a dificuldade em proliferar estas células sem que as mesmas percam seu fendtipo

diferenciado.

Em um pancreas adulto normal é observada uma baixa taxa de renovagdo de células 3, de cerca
de 2% (Finegood and Tzur, 1996) ou menos (Teta et al., 2005), que é responsavel pela manutengdo
de uma massa de células adequada ao longo da vida do individuo. Esta taxa é acelerada em
condi¢cdes de demanda por insulina, como a gravidez (Sorenson and Brelje, 1997) e a obesidade
(Bonner-Weir, 2000c; Butler et al., 2003; Flier et al., 2001). Essas demandas levam a mudangas
adaptativas nas células B que incluem a hiperplasia'®, a hipertrofia'’, e o aumento na sintese e na
secrecdo de insulina (Accili et al., 2001; Bonner-Weir, 2000a; Bruning et al., 1997; Lingohr et al.,
2002). Em humanos, a inabilidade do pancreas em se adaptar a esta demanda por insulina pode
resultar em hiperglicemia e desenvolvimento de diabetes, como DM2 e diabetes gestacional (Butler
et al., 2003; Flier et al., 2001). A renovagdo de células f também pode ocorrer em estagios recentes
do DM1, entretanto estas células recém formadas sdo igualmente destruidas pelo sistema imune,
levando a reducdo na sua propria fonte de renovagdo. Ndo se sabe ao certo o quanto a renovagao

destas células em pancreas adultos é resultante da replicagdo de células P diferenciadas, ou da

neogénese'” de células pancreaticas progenitoras.

10 Hiperplasia: é um termo que se refere a proliferagao de células dentro de um érgdo ou tecido. A hiperplasia é
considerada uma resposta fisioldgica a um estimulo especifico e a célula nesta condi¢do responde de maneira
normal aos mecanismos de controle regulatdrios.

n Hipertrofia: é caracterizada pelo aumento do tamanho de um drgdo ou de uma area especifica do tecido. Ela
deve ser distinguida da hiperplasia que ocorre através da divisdao celular, resultando em um aumento do
numero de células, enquanto na hipertrofia ocorre o aumento no tamanho das células, mas o numero
permanece o mesmo.

© Neogénese: diferenciagdo de células ductais a partir de uma suposta célula progenitora (Booner-Wier et al.,
2000)



l-Introducidao |18

Estudos in vivo de renovagdo de ilhotas em individuos adultos sugerem que células
diferenciadas mantém uma capacidade de replicacdo (Dor and Melton, 2004). Contudo, a expansdo
in vitro de células B produtoras de insulina e com fungdo preservada tem apresentado um sucesso
limitado. A cultura de ilhotas humanas adultas resultou numa pequena taxa proliferativa e perda da
expressao de insulina (Beattie et al., 2000; Beattie et al., 1999; Beattie et al., 2002; Halvorsen et al.,
2000). Na auséncia de marcadores estdveis para células § em cultura, ndo foi possivel determinar o
quanto a perda do fenétipo em células expandidas reflete a desdiferenciagdo de células B ou a morte
celular acompanhada pela expansdo de células da ilhota a partir de outros tipos celulares (Efrat,

2008b).

Dor e Melton (2004) tém avaliado o valor da contribuicdo da diferencia¢do de células ductais em
novas células R e tém demonstrado que a maioria das células B é originada de células B adultas (Dor

et al., 2004; Dor and Melton, 2004).

As evidéncias que indicam as células B como as principais contribuintes para o crescimento da
ilhota e sua manutencdao tém aumentado (Brennand et al., 2007; Teta et al., 2007). E por isso, o
pancreas enddécrino se encontra como um modelo Unico, onde células R diferenciadas sdo capazes de

se auto-renovar para a regulagdo da massa de células 8 em adultos (Dhawan et al., 2007).

Decifrar os mecanismos que regulam a plasticidade da massa de células # pode ser um
importante passo no desenvolvimento de estratégias efetivas para o tratamento do diabetes. Ainda
mais revoluciondrio seria encontrar efetores que induzam a proliferagdo das células B, in vivo ou in

vitro, sem que estas células percam sua caracteristica diferenciada.

Alguns hormonios e fatores de crescimento sdo conhecidos por estimular in vivo a renovacédo de
células betas em roedores adultos (Nielsen et al., 2001). Dentre eles o exendin-4, um analogo estavel
do peptideo semelhante ao glucagon-1 (GLP-1) (Xu et al., 2006) e a acdo combinada do fator de

crescimento epidermal (EGF) e a gastrina (Brand et al., 2002).
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Assumindo o desafio da busca por fatores que levam a proliferacdo de células B in vitro e in vivo,
nosso grupo iniciou um estudo sobre o efeito do veneno do escorpido do género Tityus sobre células
R. Este estudo ja resultou em uma publicacdo em 2003 a partir de uma colaboragdao com o grupo

italiano, liderado pelo Dr. Ricardo Calafiore (Luca et al., 2003).

1.8. O veneno do escorpiao Tityus serrulatus e seu efeito sobre a célula

O escorpido Tityus serrulatus, Lutz e Melo (1922) é classificado como um artrépode pertencente
a classe Arachinida, ordem Scorpiones (Figura 4). E considerada a espécie mais peconhenta da sub-
familia Titynae (América do Sul) e no Brasil pode ser encontrada nos estados de Minas Gerais, Bahia,
norte de S3o Paulo e sudoeste de Goias (Burcherl, 1980; Von Eickstedt, 1983/1984). A ampla
distribuicdo geografica do T. serrulatus, somada a grande toxicidade de sua pegonha, tem sido
motivo constante de estudos e preocupacdo. Os primeiros estudos sobre o veneno do escorpido T.
serrulatus foram feitos por Vital Brasil (1909), focalizando casos de envenenamento causados pelo

animal.

Existem muitos trabalhos descrevendo analises bioquimicas e fisioldgicas de diversas toxinas do
T. serulatus. Estas toxinas sdo principalmente proteinas basicas de baixo peso molecular, que ativam
canais de calcio de todas as células excitaveis. Estdo contidas em uma familia de mini-proteinas
basicas de 60 a 70 residuos de aminodcidos, contendo quatro pontes dissulfeto (De Lima and Martin-

Euclaire, 1995).

Figura 4: Escorpido Tityus serulatus.

De uma maneira geral, os venenos de escorpides sdao misturas complexas contendo proteinas

farmacologicamente ativas. Vdrios trabalhos tém demonstrado uma gama de propriedades comuns,
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especialmente com respeito a proteinas tdéxicas, em diversos géneros e espécies de escorpides

(Sampaio et al., 1983).

Estudos clinicos dos efeitos do veneno relatam manifestacdes locais e sistémicas envolvendo
ativacdo de nervos periféricos e ativagdo do sistema nervoso auténomo. O veneno do escorpido T.
serrulatus produz uma série de efeitos sobre o homem e animais como: saliva¢do e secrecdo gastrica
excessiva, vomito e contragdo ou relaxamento dos musculos lisos intestinais (Campos et al., 1979;
Catanzaro et al., 1978; Cunha-Melo et al., 1973; Diniz and Valeri, 1959; Freire-Maia and Diniz, 1970;
Tafuri et al.,, 1971) (Andrade et al.,, 1981; Gonzaga et al., 1979). Também foi demonstrada a
ocorréncia de pancreatite aguda em animais sob a agdo do veneno do escorpido do género Tityus
(Bartholomew et al., 1976) (Sankaran et al., 1977). Relatos da literatura descrevem que varias
espécies de animais, incluindo o homem, apresentaram uma inducdo de nesidioblastose® e
hipoglicemia crénica apds receberem os venenos dos escorpides deste género (Novaes et al., 1990a).
Sabe-se que estes distlrbios no metabolismo podem ser reflexos de altera¢cdes da secrecdo de
hormonios pelas ilhotas pancreaticas (Clemente et al., 1999). Porém, pouco se sabe sobre os
mecanismos moleculares que resultam em mudancas morfolégicas e funcionais nestas células. Ja foi
evidenciado que as tityustoxinas'® induzem a secrecdo de insulina e a descarga de granulos de
zimogénio em ilhotas de Langerhans isoladas de ratos (Goncalves et al., 2003; Marangoni et al., 1995;
Possani et al., 2000; Sankaran et al., 1977). Este efeito pode estar associado com a pancreatite
desencadeada tanto pelo veneno, como apenas por tityustoxinas (Novaes et al., 1989). Estudos
histolégicos do pancreas apds o tratamento com tityustoxinas revelaram lesGes do tipo fibrose
intersticiais, atrofia acinar, dilatagdo ductal e alguns animais apresentaram altera¢Ges histoldgicas no

pancreas enddcrino como nesidioblastose e hiperplasia (Novaes et al., 1990).

Conforme mencionado anteriormente, em colabora¢do com o grupo italiano liderado pelo Dr.

Ricardo Calafiore (Luca et al., 2003) avaliamos o efeito mitogénico do veneno do T. bahiensis sobre

B Nesidioblastose: hiperplasia das ilhotas de Langerhans, usualmente localizadas muito préximas dos ductos
excretores do pancreas, que leva a hipersecregdo de insulina e hipoglicemia (Novaes, 1999).
" Tityustoxina: toxina purificada a partir de veneno de escorpido do género Tityus.
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células B de ilhotas pancreaticas isoladas de ratos, demonstrando a proliferacdo destas células
guando expostas ao extrato bruto deste veneno. O fendmeno foi denominado “fetalizagdo”, uma vez
que o indice mitdtico alcancado, sob condi¢Ges fisioldgicas, existe apenas no estagio embrionario. Os
dados também indicaram que o veneno prolongou a viabilidade e funcionalidade da célula, com
relacdo a liberagcdo e ao conteddo de insulina. Nesta Tese foi realizado um estudo sistemdatico do
efeito proliferativo do veneno do escorpido T. serrulatus sobre células 3, através do fracionamento

do veneno e testes in vitro de atividade proliferativa de cada uma dessas fragdes.

Portanto o presente trabalho pretende apresentar alternativas para a superacdo de dois
desafios cruciais que impedem um grande nimero de pacientes portadores de DM1 em se beneficiar
do transplante de ilhotas pancreaticas. O primeiro desafio é aumentar a disponibilidade de massa de
células B disponiveis para o transplante, através do xenotransplante ou da utilizagdo de novas
moléculas indutoras de proliferacdo, obtidas a partir do veneno do escorpido Tityus serrulatus. O
segundo desafio é a eliminagdao da necessidade de terapia imunossupressora para o paciente que
recebe o transplante de ilhotas pancreaticas, através do microencapsulamento de ilhtoas

pancreaticas.
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2. Objetivos

1. Objetivo geral

O objetivo geral desta Tese é contribuir para o avanco do transplante de ilhotas pancreaticas
através do desenvolvimento de um biomaterial com caracteristicas adequadas ao
microencapsulamento celular e da identificagdo de agentes indutores de proliferagdo de células 3

isolados a partir do veneno do escorpido Tityus serrulatus.

2.2. Objetivos especificos

Objetivo 1: Obter um biomaterial que atenda as necessidades do microencapsulamento de

ilhotas pancreaticas.

1. Obter alginato com alto grau de pureza;

2. Avaliar a influéncia da gelificacdo do biomaterial com ions bario e calcio na estabilidade fisico-
guimica de microcdpsulas, in vitro e in vivo;

3. Caracterizar a permeabilidade das microcapsulas;

4. Avaliar os efeitos bioldégicos do biomaterial sobre células RINm5F e ilhotas humanas,
microencapsuladas, através de ensaios in vitro;

5. Avaliar a capacidade imunoprotetora do biomaterial em ensaios in vitro de co-cultivo de ilhotas
microencapsuladas e macréfagos;

6. Avaliar a biocompatibilidade de microcdpsulas vazias implantadas em camundongos
imunocompetentes, através de analises histoquimicas e de microscopia eletrénica de varredura
(MEV);

7. Avaliar a viabilidade e a fun¢do de ilhotas humanas microencapsuladas através do

xenotransplante em camundongos diabéticos;
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Objetivo 2: Avaliar o efeito mitogénico do veneno do escorpidao do Tityus serrulatus sobre

células .

1. Avaliar o efeito mitogénico do veneno do escorpido T. serrulatus sobre a linhagen celular de
insulinoma de rato RINmM5F;

2. Fracionar o veneno do escorpido T. serrulatus e identificar a(s) fracdo(des) do veneno
responsavel(is) pela inducdo de proliferacao sobre as células RINm5F;

3. Avaliar o efeito biolégico da fracdo ativa do veneno sobre a liberagdo de insulina por ilhotas
pancreaticas humanas estimuladas com glicose;

4. Avaliar a expressdo dos genes de insulina e de PCNA em ilhotas pancredticas humanas tratadas

com a fragdo ativa do veneno.
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3. Material e métodos

3.1. llhotas pancreaticas

3.1.1. Isolamento e purificagdo de ilhotas pancreaticas humanas
Para obtencdo das ilhotas foram utilizados pancreas de doadores cadavéres humanos
consentidos, de acordo com protocolo previamente aprovado pelo Conselho Nacional de Etica em

Pesquisa — CONEP e segundo as normas da Secretaria de Estado da Saude de Sdo Paulo.

O procedimento utilizado para isolamento e purificacdo das ilhotas humanas foi baseado na
técnica descrita por Ricordi et al. (1998) com modificagGes (Maria-Engler et al., 2004). Os pancreas
foram captados nas diferentes Organizaces de Procura de Orgdos (OPOs) da cidade de S3o Paulo e
transportados até a Unidade de llhotas Pancredticas do Nucleo de Terapia Celular e Molecular da
USP. O ducto pancreatico de Wirsung foi canulado para que fosse infundida uma solugdo enzimatica
contendo colagenases e proteases (Liberase HI®, Roche, Basel, Suica). O pancreas foi entdo colocado
numa camara de digestdo na presenca de Liberase HI® e agitado até que ocorresse a separagao das
ilhotas do tecido exdcrino pancreatico. Ao longo da digestdo do pancreas foram retiradas amostras
de material digerido, as quais foram coradas com ditizona (um corante que se liga ao Zn®* presente
nas células 3 das ilhotas). A digestdo foi interrompida quando mais de 50% das ilhotas estavam livres
do tecido acinar adjacente. A mistura de tecido acinar e ilhotas foi submetida a um processo de
purificacdo por centrifugacdao, em gradiente continuo de Ficoll, para este processo foi utilizado o
processador de células COBE® 2991 (Caridian BCT, Lakewood, EUA), o qual possibilita a obtenc3o de
ilhotas purificadas. As ilhotas pancreaticas isoladas foram mantidas durante 24 horas em cultura em
meio CMRL-1066 (Mediatech-Cellgro, Miami, FL), contendo glicose na concentracdo de 5,6 mM e

0,5% de albumina humana, a 37°C em atmosfera de 5% CO..
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3.1.2. Isolamento e purificagdo de ilhotas pancreaticas de ratos
As ilhotas foram isoladas de pancreas extraidos de ratos machos da linhagem Wistar com peso
corporal de aproximadamente 250 g. Os animais foram pré-anestesiados com uma inje¢do
intramuscular de acepromazina (Univet/Vetnil) (2,5 mg.kg™ de massa corporal) e anestesiados com
uma injecdo intraperitonial de uma mistura de cetamina (Vetanarcol’/Konig) (75 mg.kg™) e xilazina
(Coopazine®/Coopers) (10 mg.kg™). Apds tricotomia abdominal e antissepsia com solugdo de
povidona iodada (Riodeine Todpico, Rioquimica — Industria Farmacéutica), realizou-se ampla
laparotomia mediana ventral. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com os
protocolos aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais do Instituto de Quimica e da

Faculdade de Farmacia da Universidade de S3o Paulo.

Ap0s rebater o figado, o ducto pancreatico foi clampeado a jusante, préximo a sua comunicagdo
com o duodeno, e o ducto colédoco foi canulado para que fosse realizada a infusdo de 8 a 10 mL de
solucdo contendo colagenase Liberase RI® (Roche) na concentracdo de 0,17 mg.mL™. O pancreas foi
entdo cuidadosamente extraido, lavado em solugao salina gelada e, apds remocgao do tecido adiposo

e linfonodos, mantido em tubo no gelo até o momento da digestao.

Durante a digestdo, os tubos contendo os pancreas foram mantidos por 20 minutos em banho-
maria a 37°C. Apds o término da digestdo, o material digerido foi passado em peneira de 800 um e
lavado em meio RPMI-1640 (LGC Biotecnologia, Sdo Paulo, S3o Paulo, Brasil). O precipitado foi
ressuspenso em 10 mL de Ficoll (Mediatech - Cellgro) com a densidade de 1,110 g.cm™ e sucessivas
camadas de 10 mL de Ficoll com densidades decrescentes (1,096; 1,069 e 1,037 g.cm's) foram
cuidadosamente adicionadas para formar um gradiente descontinuo que permite a separac¢do das

ilhotas do restante do tecido pancreatico.

Apds centrifugacdo a 453 g™ por 15 minutos, as ilhotas purificadas ficam localizadas entre as
camadas de Ficoll com densidades de 1,096 e 1,069 g.cm'3. Essas camadas contendo ilhotas foram

coletadas com o auxilio de uma pipeta Pasteur. As ilhotas purificadas foram entdo lavadas e

B g —forga centrifuga relativa
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cultivadas em meio CMRL 1066 (Mediatech-Cellgro), suplementado com 100 unidades/mL de

penicilina, em estufa com fluxo de 5% de CO, a 37°C.

3.1.3. Contagem e avaliagao da pureza e da viabilidade morfolégica das ilhotas

A contagem e a avaliacdo da pureza das ilhotas foram realizadas através da coloracdo com
Ditizona (Sigma) e observacdo ao microscépio déptico invertido (Nikon Corporation - Tokyo, Japdo). A
Ditizona cora em vermelho as células B e permite distingui-las dos acinos. As ilhotas humanas foram
contadas através de um método que normaliza o tamanho das ilhotas para 150 um, cuja unidade é o

indice de Equivalentes de ilhotas ou IEQ.

A anadlise de viabilidade morfoldgica das ilhotas foi realizada através de dupla coloragdo com
iodeto de propidio e laranja de acridina que coram, respectivamente, células mortas e células vivas.
As ilhotas coradas foram observadas ao microscépio de fluorescéncia Nikon FluoPhot (Nikon

Corporation - Tokyo, Japao) e foi realizada uma avaliagdo qualitativa das mesmas.

3.2. Cultura da linhagem celular RINm5F

A linhagem celular de insulinoma de rato, RINm5F (ATCC, American Type Culture Collection, CRL-
11605®, Manassas, Virginia, EUA) foi mantida em meio de cultura RPMI-1640 (LGC Biotecnologia)
suplementado com glutamina 2 mM, HEPES (Sigma) 10 mM, piruvato 0,01 mM, 100 ug.mL"l de
estreptomicina (Sigma), 25 ug.mL" de ampicilina (USBCorporation, Cleveland, Ohio, EUA), e 10% SFB
(Cultilab), a temperatura de 37°C sob atmosfera de 5% de CO,. As culturas foram tripsinizadas para
subcultivo quando atingiam uma densidade de aproximadamente 80 a 90% da densidade de
saturagao. Os estoques celulares foram mantidos em meio de cultura contendo 10% de DMSO
(Dimetilsulféxido — Merck & Co., Inc. & Co, Inc., ) a -190°C, em reservatdrio contendo nitrogénio

liquido.

Foi realizada a cultura de células da linhagem RINm5F (ATCC), em meio RPMI-1640 (LGC
Biotecnologia) suplementado e 10% (v/v) de soro fetal bovino (SFB) em estufa a 37°C com atmosfera

de 5% de CO,. Ao atingir 80% de confluéncia as células foram subcultivadas.
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3.3. Microencapsulamento

3.3.1.Caracterizagdo do alginato da Sigma purificado (ASP)

Amostras de alginato de média viscosidade (Sigma) foram submetidas a um processo adicional
de purificacado realizado pela empresa BIOMM SA. O alginato da Sigma purificado (ASP) foi analisado
qguanto ao seu grau de pureza e seus componentes moleculares foram caracterizados. Essas andlises
permitiram avaliar a sua aplicabilidade para a confeccdo de microcdpsulas biocompativeis. Os

métodos analiticos utilizados para essa caracterizacdo estdo descritos a seguir.

a. Analise do conteudo de compostos fendlicos

O conteddo de compostos fendlicos, os contaminantes mais comuns em alginatos, foi
determinado através da analise de sua fluorescéncia especifica segundo o protocolo de Skjak-Braek
(1989 Biotechnol Bioeng), utilizando um espectrofluorimetro modelo F-4500 FL (Hitachi Inc., Tokyo,
Japdo). As amostras de alginato foram dissolvidas em agua ultrapura (MilliQ®, Millipore, Bedford,
Massachusetts, EUA) na concentracdo de 1% (p/v). As leituras foram realizadas em duplicata
utilizando-se um comprimento de onda de excitacio de 366 nm e de emissdo de 445 nm.
Compostos fendlicos sdo detectaveis através de seu pico de absorbancia a 445 nm. A quantidade
relativa de polifendis foi medida em unidades arbitrarias de fluorescéncia (AFU). Segundo a
literatura, é necessario haver uma reducdo de 82 a 97% de polifendis encontrados no alginato
purificado, em relagdo ao ndo-purificado da Sigma para que se obtenha um alginato adequado ao

microencapsulamento (Calafiore et al., 2004; Leinfelder et al., 2003; Orive et al., 2005).

b. Andlise do conteudo protéico

Para analise do conteudo protéico foi utilizado o método descrito por (Bradford, 1976). Foi feita
uma solugdo de 1% (p/v) de alginato em 4gua ultrapura, seguida por esterilizacdo através de filtracdo
em filtro com poro de 0,22 um de didmetro (Millex®GV, Millipore, Bedford, Massachusetts, EUA).
Foram utilizadas amostras nas diluicdes de 1:1 e 1:500. Foi feita uma curva padrdo com albumina

sérica bovina (BSA) (Sigma) nas concentracdes de 2,5 a 10 pug.mL™. Apds a purificagdo espera-se que
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um alginato de boa qualidade para o microencapsulamento contenha menos de 0,5% (p/p) de

proteina (Calafiore et al., 2004; Orive et al., 2005).

c. Analise do contetudo de endotoxina

Para andlise do conteddo de endotoxina foi utilizado o kit Limulus Amoebocyte Lysate-LAL
PYROGENT® PLUS (BioWhittaker, Cambrex Co., Walkersville, Maryland, EUA). Foram feitas solucGes
de alginato 1% (p/v) em agua estéril e amostras diluidas 1:10 e 1:5.000 foram incubadas durante 1 h
a 37°C. Os resultados foram expressos em unidades de equivalentes de endotoxina (EU) por grama
de alginato seco. Alginatos que contenham endotoxina em niveis abaixo de 100 EU.g" foram

considerados aceitdveis para aplicagao clinica (Calafiore et al., 2004).

d. Analise da viscosidade

As andlises da viscosidade das amostras de alginato foram realizadas no laboratdrio do Prof. Dr.
Omar El-Seoud do Instituto de Quimica da USP, Sdo Paulo. A viscosidade foi analisada em aparelho
Redmetro (modelo DV-III, Brookfield Eng. Lab. Inc. Middleborough, Massachusetts), com Spindle 52
para alginato e Biodritina®. Foram feitas 18 medidas de torques de 5 em 5 segundos. A temperatura
foi mantida em 25°C. As amostras foram solubilizadas em solucdo de NaCl 0,15 mol.L™. Varias
concentragdes do alginato ASP (1 a 5% p/v) foram estudadas para a obtengdo da concentragdo que

confere a viscosidade de 100 cPs necessdria a confec¢ao de microcdpsulas uniformes.

e. Analise da massa molecular

A analise da massa molecular das amostras de alginato foi feita através de cromatografia de
exclusdo molecular em aparelho HPLC (Shimadzu, modelo C-R4A Chromatopac). Foi utilizada uma
coluna Ultrahydrogel® Linear (Waters) (10 um, 7,8 x 300 mm, faixa de massa molecular 5 a 2.000
kDa). A coluna foi equilibrada com 0,014 mol.L™* de Na,SO, (Merck & Co., Inc.) por 10 minutos, e o
volume de 20 pL da amostra ASP (2 mg.mL™) foi eluido durante 20 minutos. A corrida foi monitorada
em dois comprimentos de onda através do detector espectrofotométrico, a 212 nm e 280 nm. As

corridas foram realizadas a temperatura ambiente entre 25 e 28°C, com um fluxo de 0,8 mL.min™.
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A coluna foi calibrada utilizando os seguintes padrdes de peso molecular: Dextran 2.000 kDa,
Dextran 600 kDa, Dextran 40 kDa, Dextran 10 kDa e PEG 5 kDa. Os padrdes foram solubilizados em
agua ultrapura na concentragdo de 30 mg.mL™. A solugdo de ASP, 2 mg.mL-*, também foi solubilizada
em agua ultrapura. Foi aplicado o volume de 20 puL de amostra na coluna. As corridas foram
realizadas em duplicatas para o cédlculo da massa molecular, o qual foi realizado de acordo com a

férmula:

Ksec=(Ve — Void)/(Vt — Void)

Sendo: Ve (volume de elui¢do) = tempo de retencdo x fluxo
Void = Ve do padrao Dextran 2.000.000 Da
Vit = 14,3278 (volume total da coluna)

Com o valor do Ksec na abscissa e a funcao logaritimica do peso molecular de cada padrdo na
ordenada foi possivel construir uma curva de calibragdo da coluna. Calculando o Ksec do alginato

purificado calcula-se entdo o valor da sua massa molecular.

Estas analises foram realizadas no Laboratdrio Prof. Dr. Marcos Luiz dos Mares Guia do

Instituto de Ciéncias Biolégicas, UFMG, coordenado pelo Prof. Dr. Marcelo Matos Santoro.

f. Analise do contetdo de acido gulurdnico (G) e acido manurdnico (M)

As anadlises do conteudo de G e M foram feitas a partir de amostras de alginato submetidas a
hidrdlise dcida com HCl 0,5 N, 1,0 N e 2,0 N a 100°C por 2 horas. Os hidrolisados foram aplicados em
papel Whatman n2 1 e submetido a uma cromatografia em papel com solugao de acido isobutirico:
NH; 1 mol.L™", na proporg3o 5:3 (v:v), por 24 horas. O tipo de acido urénico (G ou M) foi determinado
segundo os padrdes de acido glucurdnico e acido galacturonico, sendo que a migra¢do do acido
glucurdnico é a referéncia para a identificagdo do acido manuronico. A proporgao entre os acidos G e
M foi realizada por analise de densitometria das bandas presentes na eletroforese em papel (Dietrich
1995). Todas essas analises foram feitas pelo corpo técnico do laboratério da Prof®. Dr®. Helena
Nader, do Departamento de Bioquimica da Universidade Federal de Sdo Paulo — Escola Paulista de

Medicina, Sao Paulo.
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3.3.2. Producgao de microcapsulas e microencapsulamento de ilhotas

Para a producdo de microcdpsulas foram utilizados dois materiais: alginato de cdlcio (Sigma) e
Biodritina®. A Biodritina® é um biomaterial composto por 80% de alginato de calcio e 20% de sulfato
de condroitina A® (Kin Master, RS, Brasil) de alto grau de pureza. Os alginatos utilizados foram o
alginato da Sigma purificado (ASP) e o alginato ultra-puro (AUP) PRONOVA UP LVG  (Nova Matrix,
FMC Biopolymer, Drammen, Norway). Os polimeros em questdo foram diluidos em solucdo de NaCl
0,15 mol.L", para uma concentrago final de alginato de 1% e 1,2% para AUP e 1% e 4,2% para ASP.
As solucdes de gelificacdo testadas foram cloreto de célcio 0,02 e 0,10 mol.L™" e cloreto de bério 0,02
mol.L™ (Merck & Co., Inc.), acrescidas de HEPES 20 mmol.L™ (Sigma), pH=7,2. Para a produgdo de
microcdpsulas contendo ilhotas, a suspensao celular foi cuidadosamente homogeneizada na solugdo
de Biodritina®. Foram utilizadas 8.000 ilhotas de rato ou IEQs humanas por mL de solucdo de
Biodritina®. Para a producdo de microcapsulas contendo células RINmSF (ATCC) foi utilizada a

concentraggo de 1,5 x 10° células.mL™.

As capsulas foram obtidas pela extrusdo da solucio de Biodritina® contendo ilhotas (ou células
RINmMS5F) através de uma microagulha com um fluxo de 19,9 mLh™ controlado por uma bomba de
seringa (SP 500 JMS do Brasil, Campinas, SP). Através da aplicagao de um fluxo de ar (ar comprimido
medicinal, Air Products Brasil, LTDA) de 2,2 Lmin™ ao redor da agulha é possivel desprender a gota
no momento desejado, sendo possivel, portanto, controlar o tamanho das microcdpsulas. Apds o
desprendimento da agulha as microcdpsulas caem em uma solu¢do de polimerizacao (gelificacao)
composta por BaCl, ou CaCl,. Com o fluxo acima determinado, obtém-se microcapsulas com
aproximadamente 500-700 um de diametro. Esse didmetro é dependente do ion utilizado para a
gelificagcdo, da concentragdo da solugao de gelificagdo e do fluxo de ar. A distancia entre a ponta da
agulha e a solugdo de gelificacao foi ajustada para 7,5 cm, pois até essa altura as microcapsulas
atingem delicadamente o fundo do recipiente onde sdo depositadas, evitando assim choques
mecanicos que podem causar deformacdes. Ao final do processo, as microcapsulas permanecem na

solucdo por mais 5 minutos. Apds esta etapa de incubacdo, as microcdpsulas sdo rapidamente
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filtradas e lavadas com NaCl 0,15 mol.L™". O procedimento de microencapsulamento estd resumido e

ilustrado na Figura 5.

< Alginato (Biodritina)
+ llhotas
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Sulfato de Condroitina

Alginato
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N
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Figura 5: A direita, processo de confeccdo de microcdpsulas contendo ilhotas. A esquerda, representagdo
esquematica da estrutura da Biodritina® (alginato + sulfato de condroitina), antes e apds a gelificacdo.

3.3.3. Avaliagao das propriedades fisico-quimicas das microcapsulas

As propriedades fisico-quimicas das microcapsulas de Biodritina® gelificadas em cloreto de bario
(BDTN-Ba) e em cloreto de calcio (BDTN-Ca) foram avaliadas segundo dois aspectos: estabilidade

mecanica e estabilidade térmica.

a. Estabilidade mecanica

Foram realizados quatro tipos de testes para avaliar a estabilidade mecanica das microcdpsulas:
trés in vitro e um jn vivo. No primeiro teste in vitro, as microcapsulas vazias foram mantidas em meio
de cultura RPMI-1640 (LGC Biotecnologia) contendo 10% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab), em
estufa contendo 5% de CO, a 37°C por quatro semanas. Durante esse periodo a morfologia das

microcdpsulas foi avaliada ao microscépio éptico de contraste de fase (Nikon Elipse TE300), levando-



-
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se em consideracdo a manutencdo de sua forma esférica, a ocorréncia de intumescimento, e

eventuais rupturas do biomaterial.

No segundo teste in vitro, as microcdpsulas vazias foram submetidas a um ensaio de estresse
rotacional (Haque et al., 2004). Para tanto, 0,5 mL de microcdpsulas foram colocadas em tubos de 15
mL contendo 1,5 mL de solucdo NaCl 0,15 mol.L". Os tubos foram colocados em agitadores
mecanicos com movimentos rotacionais horizontais na velocidade de 150 rpm, a temperatura
ambiente. Cem microcdpsulas foram contadas e avaliadas quanto a sua estabilidade mecéanica
através de trés critérios: presenca de capsulas quebradas, alteracGes no didmetro e deformidades na

sua superficie. As analises foram realizadas com o auxilio de um microscépio dptico de contraste de

fase nos periodos de 1 hora e 1, 7 e 21 dias.

O terceiro teste in vitro, também denominado “teste explosivo” (Aranaz et al., 2006; Thu et al.,
1996a) baseia-se na avaliacdo da capacidade da microcdpsula em apresentar intumescimento
guando imersa em agua. Dependendo da resisténcia da membrana, a microcapsula ird se romper
guando a pressao de intumescimento exceder certo valor. Em tubos de 15 mL foram colocados 0,5
mL de microcdpsulas vazias imersas em 1,5 mL de dgua destilada. Esses tubos foram submetidos a
incubacdo em agitador mecanico horizontal a temperatura ambiente. Apds 0, 15, 20 e 60 minutos e 7
dias, 100 microcdpsulas foram coletadas e tiveram seu didametro medido e seu aspecto morfolégico

avaliado por microscopia dptica de contraste de fase.

Para avaliacdo da estabilidade mecanica das microcapsulas in vivo, foi realizado o implante na
regido subcutdnea de ratos Wistar machos, pesando aproximadamente 250 g. Os animais foram
anestesiados com uma mistura de cetamina (Vetanarcol'/Konig) (75 mgkg?) e xilazina
(Coopazine®/Coopers) (10 mg.kg™). Através de uma pequena incisdo de 0,5 cm no dorso do animal, as
microcdpsulas de BDTN-Ba ou BDTN-Ca foram implantadas com o auxilio de uma espatula estéril. A
pele foi suturada e o animal colocado em lugar aquecido e observado até o final do efeito do
anestésico. Meloxican (Acepran 0,2%, UNIVET) 1 mg.Kg" foi administrado subcutaneamente como

analgésico. As cdpsulas foram extraidas apds quatro semanas. As andlises foram realizadas em
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microscopio éptico de fase e foram avaliados os seguintes parametros: resisténcia, intumescimento,
presenca de rupturas e adesdo celular na superficie das microcdpsulas. Todos os procedimentos
descritos foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais do Instituo de Quimica e da

Faculdade de Farmacia da USP, SP.

b. Estabilidade Térmica

Para a avaliagdo da estabilidade térmica, amostras de 0,5 mL de microcépsulas foram colocadas
em tubos de 1,5 mL contendo 0,5 mL de solucdo de NaCl 0,15 mol.L™. Os tubos foram colocados em
um termociclador (Thermo Stat plus, Eppendorf), e duas temperaturas foram utilizadas para o
ensaio: 37°C e 40°C. Apds 1 hora e 24 horas, foram coletadas 100 microcdpsulas para avaliacdo do

seu aspecto morfolégico em microscépio dptico de contraste de fase.

3.3.4. Estudo da permeabilidade das microcapsulas a proteinas

A propriedade das membranas das microcapsulas de permitir a saida de proteinas produzidas
pelas células que se encontram no seu interior foi determinada pela quantificacdo de proteinas no
meio de cultura que continha células RINm5F microencapsuladas. Essas células foram
microencapsuladas em ALG-Ba, ALG-Ca, BDTN-Ba e BDTN-Ca. Os ensaios foram realizados em
triplicata para cada tipo de microcdpsula, e foram feitas duplicatas biolégicas. Em cada ensaio,
aproximadamente 30 microcdpsulas por pogo foram incubadas com 100 UL de meio RPMI-1640 (LGC
Biotecnologia), sem soro, em placas de 96 pocos, durante 15 dias. Cada microcdpsula possuia
aproximadamente 2,5 x 10* células RINm5F. De dois em dois dias os meios foram trocados. Nos dias
1, 4, 8, 12 e 15 foram coletados os sobrenadantes de cada pog¢o para quantificar as proteinas
liberadas e analisar suas massas moleculares através de eletroforese desnaturante. O conteldo
protéico foi dosado pelo método de Bradford (1976), utilizando-se BSA (Sigma) para a construcdo da
curva-padrdo. Com o objetivo de identificar as massas moleculares das proteinas que atravessam a
membrana das microcapsulas foi realizada uma eletroforese em gel de poliacrilamida 6%, sob

condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE), utilizando uma tensdo de 90 V por 30 minutos seguidos por
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110 V durante aproximadamente 2 horas. As amostras analisadas no gel corresponderam a reunido
dos sobrenadantes coletados para cada tipo de microcdpsula. Apds a corrida, o gel foi corado com
prata (ProteoSilver ™Plus, Silver Stain kit, Sigma). O padrdo utilizado compreendia proteinas com
massas moleculares de 5,7 a 170,8 kDa (Bench Mark, Invitrogen).

3.3.5. Avaliagao da citotoxicidade das microcapsulas e da atividade metabdlica das células

RINmM5F encapsuladas

Para a avaliacdo da eventual citotoxicidade das microcdpsulas e da atividade metabdlica das
células RINm5F microencapsuladas, as quatro composi¢oes diferentes de biomaterial foram testadas:
ALG-Ba, ALG-Ca, BDTN-Ba e BDTN-Ca. As células microencapsuladas foram mantidas em cultura por
15 dias e monitoradas quanto a sua atividade metabdlica e conseqiente viabilidade nos dias 2, 4, 7,
10 e 15. A avaliacdo desses parametros foi realizada através do ensaio colorimétrico de reducdo do
MTT, brometo 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazdlico (Sigma), segundo o método descrito
por Haque (2004). O principio do ensaio de MTT baseia-se na habilidade da enzima desidrogenase
mitocondrial, presente em células vidveis, em converter o MTT a uma forma insolUvel denominada
cristal de formazan. A quantidade de cristal formada pode ser quantificada em espectrofotometro
ap6s solubilizagdo com dimetilsulféoxido (DMSO, Merck & Co., Inc.). Aproximadamente 30
microcapsulas de cada biomaterial, contendo 2-3 x 10* células RINm5F, foram incubadas com 100 uL
de meio RPMI-1640 (LGC Biotecnologia) em placas de 96 pocos em estufa a 37°C e atmosfera de 5%
CO,. Vinte e quatro horas antes de finalizar o ensaio, 25 pL de solugdo de MTT (50 ug de MTT em
PBSA) foram aplicadas em cada poc¢o. Este tempo de incubacdo foi importante para permitir toda a
difusdo do reagente para dentro dos diferentes tipos de microcapsulas. Durante este periodo a placa
foi protegida da luz com papel aluminio. Apds este tempo o meio de cultura contendo MTT foi
removido e as microcapsulas foram lavadas uma vez com PBSA. Os cristais formados foram
solubilizados através da adi¢ao de 200 ul de DMSO. Apds 30 minutos de incubagdo com DMSO, a
absorbancia a 570 nm foi medida utilizando espectrofotdmetro para placas de 96 pogos (Synergy HT,
Bio-Tek Instruments Inc., Winooski, Vermont, EUA). Através de uma curva de calibracdo previamente

realizada com células RINm5F, foi possivel correlacionar a absorbancia a 570 mm com um numero de
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células para cada poco avaliado (Haque, 2004). Este ensaio foi realizado em triplicata para cada tipo
de microcdpsula, e com duplicatas bioldgicas. As andlises estatisticas foram feitas através do
programa GraphPad Prism versdo 4.00 para Windows (GraphPad Software, San Diego, California,

EUA) e o teste aplicado foi o one-way ANOVA com o método Tukey como post test.

3.3.6. Avaliagdo da atividade funcional in vitro de ilhotas pancreaticas humanas
microencapsuladas

As ilhotas humanas foram avaliadas quanto a sua capacidade de secrecdo de insulina quando
microencapsuladas. Este ensaio permitiu ainda, avaliar a permeabilidade da microcapsula a insulina
produzida pelas ilhotas em seu interior. Para este teste foram utilizadas ilhotas provenientes de seis
pancreas humanos, cujos cdédigos dos isolamentos de ilhotas realizados no NUCEL sdo: P15/06,
P17/06, P22/06, P02/07, PO5/07 e P09/07. Apenas microcapsulas de BDTN-Ba foram utilizadas
nesses ensaios e, como controle, utilizou-se ilhotas ndo encapsuladas (nuas). Para cada condicdo de
incubacdo descrita a seguir foram reservados 1.000 IEQ. Apds reservar a quantidade de ilhotas
necessaria para todo o experimento aguardou-se até que as ilhotas microencapsuladas e as nuas
decantassem. O sobrenadante foi retirado e as ilhotas foram ressuspensas em meio RPMI-1640 (LGC
Biotecnologia) sem soro contendo 2,8 mM de glicose. Esta suspensdo de ilhotas foi distribuida em
placas de 24 pocos em triplicata contendo 2 mL por pogo com aproximadamente 333 |[EQ em cada.
Apds uma hora de incubacdo, o sobrenadante foi retirado e armazenado a -20°C para posterior
anadlise do conteudo de insulina. Na seqiiéncia, o meio contendo 25 mM de glicose foi acrescentado
sobre o volume restante a fim de se obter uma concentracgdo final de 20 mM de glicose. Apds uma
hora de incubac¢do, novamente o sobrenadante foi retirado para analise. A dosagem de insulina foi
feita por eletroquimioluminescéncia no laboratdrio de Andlises do Hospital Albert Einstein, Sdo
Paulo, e através do kit de ELISA para insulina humana (Immunoassay Kit, BioSource Europe S.A,,
Nivelles, Belgium) no prdéprio laboratdrio. O resultado deste teste foi expresso como um indice de
liberacdo de insulina que resulta da razdao entre a quantidade de insulina liberada na alta

concentracao de glicose pela quantidade liberada na baixa concentracao de glicose.
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3.3.7. Avaliagdo da capacidade imunoprotetora, in vitro, das microcapsulas sob o desafio

de co-cultivo com macroéfagos

O objetivo deste experimento foi cultivar macréfagos isolados do peritonio de camundongos
Swiss com microcdpsulas contendo, ou nado, ilhotas para avaliar a capacidade imunoprotetora das
microcdpsulas de BDTN-Ba e BDTN-Ca. Como controle positivo utilizou-se ilhotas nuas e, como
controle negativo, apenas meio de cultura. A avaliacdo foi feita de maneira indireta através da

medida da indugdo da expressdo da citocina pré-inflamatdria IL-1B nas células de defesa.
a. Isolamento de macréfagos, ensaio de co-cultivo e extra¢cdao de RNA total

Camundongos Swiss machos, com 8+2 semanas de vida foram utilizados para a obtencdo de
macréfagos peritoneais. Vinte animais foram sacrificados através da inalagdo do gas didxido de
carbono. Com uma seringa de 10 mL foi realizada uma injecdo intraperitoneal de 6 mL de PBSA
contendo 0,2% de EDTA. Os lavados peritoneais dos 20 animais foram coletados em tubos conicos de
50 mL e centrifugados por 2 min, a 453 g, a 4°C. O sobrenadante foi descartado e os pellets foram
combinados em um tubo de 50 mL contendo RPMI-1640 (LGC Biotecnologia). As células foram
contadas utilizando-se 0 método de exclusdo convencional citdmetro/azul de trypan, sendo que o
corante azul permeia apenas as células mortas, as quais ficam, portanto, excluidas da contagem
convencional em camera de Neubauer. As células foram semeadas em placas de 48 pocos na
densidade de 1 a 1,5x10° macréfagos por poco. llhotas microencapsuladas, microcapsulas vazias ou
ilhotas nuas foram colocadas nas placas (50 por po¢o) as quais ja continham os macréfagos em meio
CMRL-1066 sem soro. As placas foram incubadas em estufa a 37°C e atmosfera de 5% de CO,. O
ensaio foi realizado em triplicata para cada tipo de microcdpsula (BDTN-Ba e BDTN-Ca), sendo feitas
duplicatas bioldgicas. Apds 3, 6, 9 e 24 horas de incubagdo, os sobrenadantes foram removidos e os

macroéfagos foram lisados para extracdo de RNA através do kit RNeasy® (Qiagen, Hilden, Alemanha).
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b. Produc¢ao de cDNA

Partindo-se de 1 ug de RNA total (quantificados no espectrofotometro ND-1000 — NanoDrop
Tech. Inc., Wilmington, Delaware, EUA) extraidos dos macréfagos, foram construidas fitas simples de
cDNA por transcrigao reversa, utilizando a enzima Super Script lll (Invitrogen).

Para tanto, cada amostra de RNA foi submetida a uma reagdo contendo 0,5 pL de Oligo dT (0,5
ug/ul, Invitrogen), 0,5 uL de random primers (100 ng/uL, Invitrogen) e 1 uL de dNTPs (10 mmol.LY,
Invitrogen) para um volume final de 12 pL. As amostras foram incubadas a 75°C por 10 minutos para
desnaturagdo das moléculas e, em seguida, foram adicionados 2 LIL de tampdo de sintese da primeira
fita, 2 uL de DTT (0,1 mol.L", Invitrogen), 0,5 uL de RNase OUT™ (40 U/uL, Invitrogen), 1 uL da
enzima Super Script lll (Invitrogen) e 2,5 UL de agua ultrapura para um volume final de 20 pL. Uma

nova incubacio foi feita, por 10 minutos a 25°C, seguida por 2 horas, a 50°C e 10 minutos a 72°C.

Para degradar o RNA, foi adicionado 1 uL de RNase H (5 U/uL) em cada reagdo e, em seguida, foi
feita uma nova incubagdo a 37°C por 30 minutos, e 72°C por 10 minutos para a inativa¢do da enzima
em questdo. Amostras obtidas nas diferentes condi¢cdes propostas foram diluidas em tampdo TE

(Tris-HCl 10 mmol.L'’; EDTA 1 mmol.L?, pH 8,0).

c. Construgdo de primers para ensaio de PCR quantitativo em tempo real (qPCR)
Para as reagOes de PCR quantitativo em tempo real (qPCR), foram construidos primers dos genes
IL-1B e 36B4 utilizando o software Primer Express, versdo 2.0 (Applied Biosystems, Foster City,

Califérnia, EUA) nas formas Forward e Reverse.

Os primers foram desenhados de acordo com as seguintes caracteristicas para que
apresentassem bom desempenho nas reacdes de qPCR e amplificassem seqliéncias especificas:
amplificacdo de um fragmento de aproximadamente 150 pb, contetdo de GC' entre 40 e 60%,

temperature of melting (Tm) proxima de 50°C, contetdo de GC entre 40 e 60%. Além disso, para

R clop relagdo entre as bases guanina e citosina presentes na molécula de RNA ou DNA
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evitar uma eventual co-amplificacdo de DNA genémico que pudesse estar contaminando a amostra,

os pares de primers foram desenhados em diferentes exons dos genes quando possivel.

As sequéncias dos primers construidos para IL-1 foram: Forward
5’AAGATGAAGGGCTGCTTCCA3’ e Reverse 5’ATGAGTGATACTGCCTGCCTGAA3'. Para o gene enddgeno
36B4: Forward 5’'TTCTCTTAAAACTCCGGTCTGGAT3’ e Reverse 5’AGAAACAAAGATGCCAACACAAAGS'.
Para o calculo da eficiéncia dos primers foram realizadas rea¢Ges de amplificagdo contendo primer na
concentragdo de 600 nm e, como molde, uma mistura de cDNAs diluidos em série (1:30, 1:60, 1:120,
1:240, 1:480). A analise da regressao linear dos valores de Cts em fung¢do do logaritmo da respectiva
diluicdo fornece o coeficiente angular da reta (a, em y=ax+b), que é utilizado para calculo da

eficiéncia de amplificacdo do produto pelos primers, utilizando-se a seguinte formula:

Ef - 10—( 1/coeficiente angular)

d. Ensaio de Real Time-PCR (qPCR)

Com a biblioteca de cDNA dos macréfagos foi realizado o ensaio de qPCR para o gene de
interesse, IL-1 B, e 0 gene de expressdo constitutiva 36B4. Para a quantificagdo do produto formado
durante as reacdes de qPCR foi utilizado o reagente SYBR® Green Dye (Applied Biosystems), que tem
afinidade pela minor groove da dupla fita de DNA. Quando ndo estd ligado ao DNA, emite uma
pequena fluorescéncia no comprimento de onda de 520 m, entretanto, quando se liga a dupla fita
de DNA a fluorescéncia é aumentada 100 vezes, permitindo, desta forma, a detec¢do do produto do
PCR em tempo real (Deprez et al., 2002). Todas as reagdes de qPCR foram montadas com 3 pL do
cDNA sintetizado anteriormente, diluido 30 vezes em tampdo TE (Tris-HCl 10 mmol.L™"; EDTA 1
mmol.L™, pH 8,0), 3 UL do conjunto de primers (Forward e Reverse) e 6 UL do reagente SYBR® Green

Dye. Foi utilizado o aparelho de Real-Time PCR 7300 da Applied Biosystems.

Os experimentos de qPCR foram programados da seguinte maneira: 1 ciclo de desnaturacdo
inicial de 10 minutos a 95°C e 40 ciclos de amplificacdo (30 segundos de desnaturacdo a 95°C e 1

minuto de anelamento e extens3o a 60°C). O gerenciamento do termociclador e a coleta dos dados
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gerados durante a amplificacdo foram realizados pelo programa computacional GeneAmp 5700

(Applied Biosystems).

A andlise inicial dos dados foi feita através do programa GeneAmp 5700, por meio da qual
estabelece-se um valor arbitrario de corte na fase exponencial da amplificacdo do gene. Assim, a
partir da interseccdo deste valor arbitrario estabelecido com a curva de amplificacdo para o gene
avaliado obtém-se o threshold cycle’” (Ct) da amostra. A especificidade do sinal foi confirmada

através da analise das curvas de dissocia¢cdo do produto amplificado.

Para que os dados pudessem ser comparados, foram realizadas duas rea¢Ges para cada amostra
de cDNA, sendo uma utilizando o primer do gene alvo (IL-1B) e a outra, o primer do gene enddgeno
(36B4) (expressdo constitutiva), permitindo, portanto, a normalizacdo dos dados. Desta forma, a

expressao do gene alvo foi expressa em fungao da expressdo do gene controle.

De posse dos Cts, inicialmente calculou-se a média dos Cts das duplicatas. Dado que a expressao
do gene é analisada em relagdo a uma amostra que é tomada como referéncia (controle negativo),
calcula-se a diferenca entre a Média dos Cts da amostra referéncia e a Média dos Cts da amostra
estudada (controle positivo, ilhota encapsulada e capsula vazia). Essa diferenca é definida como ACp.
O célculo do ACp foi realizado para os dados do gene alvo e para os dados do gene de expressdo
constitutiva. A formula final (Pfaffl, 2001) para o célculo da diferenca de expressdo dos genes entre
as amostras analisadas, que considera que ndao ha um ganho de duas vezes do produto amplificado a

cada ciclo, dado que a eficiéncia de amplificagdo dos primers utilizado ndo é de 100%, é dada por:

. AC AC .
Ratio = Efgene alvo Pgene alvo / Efcontrole enddgeno Pcontrole endégeno

Os resultados obtidos foram submetidos a analise estatistica com auxilio do programa Prism
v4.02 (GraphPad), sendo utilizada uma analise de varidancia unidirecional (one-way ANOVA) seguida
de um teste de Tukey, que realiza uma comparac¢do dois a dois das médias dos valores de niveis de

expressao.

7 Ct - ndmero de ciclos da PCR gue uma amostra atinge um valor de corte arbitrario nos ensaios de qRT-PCR.
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3.3.8. Avaliagdo da biocompatibilidade de microcapsulas vazias apds o implante em

animais

Dez camundongos Balb/c machos, com 10 semanas de vida, receberam um implante
intraperitoneal de microcdpsulas vazias compostas por BDTN-Ba ou ANP-Ba, conforme os seguintes
procedimentos cirdrgicos: os animais foram anestesiados com uma mistura de cetamina
(Vetanarcol®/Konig) (100 mg.kg™) e xilazina (Coopazine®/Coopers) (10 mg.kg™). Através de uma
incisdo de 0,5 cm, realizada na linha Alba do animal, 1 mL de microcapsulas de BDTN-Ba ou BDTN-Ca
foram infundidas na cavidade com o auxilio de uma seringa de 3 mL e um catéter de Gelco de calibre
14G. O peritbnio e a pele foram suturados com os fios cirargicos CATGUT 5.0 e Nylon 6.0,
respectivamente. O animal foi colocado em lugar aquecido e observado até o final do efeito do
anestésico. Meloxican (Acepran 0,2%, UNIVET) 1 mg.Kg" foi administrado subcutaneamente como
analgésico nas primeiras 24 horas. As microcapsulas foram recuperadas 7 e 30 dias apds a infusdo e

avaliadas através de analises histoldgicas e morfoldgicas, descritas a seguir.

a. Andlises histoldgicas

As microcapsulas recuperadas foram processadas segundo de Haan e colaboradores (2002).
Logo apds a recuperagdo, as microcapsulas foram fixadas por 3 horas a 4°C em paraformaldeido 2%
tamponado com solug3o de fosfato de sédio 0,1 mol.L™", pH 7,2. Apds esse periodo, as microcapsulas
foram mergulhadas em solucdo de sacarose 6% (solubilizada no mesmo tampao de fosfato de sddio)
a 4°C e mantidas nessas condi¢des por aproximadamente 12 horas. Em seguida, foi realizada a
desidratagdo das microcdpsulas através de gradiente crescente de etanol, partindo de solugdo 25% e
aumentando de 5 em 5% até 100% (v/v). As amostras permaneceram 1 minuto em cada gradiente.
Desidratadas, as microcapsulas foram incluidas em historresina segundo o kit Leica Historesin (Leica,
Wetzlar, Alemanha). De cada bloco foram obtidos cortes de 3 e 5 um (micrétomo Leica 2125Rt), que
foram corados em azul de toluidina e posteriormente analisados sob microscopia de luz.

As anélises histoldgicas foram realizadas no laboratério da Prof®. Dr®. Liana Verinaud, do

departamento de Microbiologia e Imunologia da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).
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b. Analises das microcapsulas por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

O processamento das microcapsulas para analise através de MEV foi feito segundo Zimmermann
e colaboradores (2007), com algumas modificacdes. As microcapsulas recuperadas dos animais
foram lavadas em solugdo tamp3o HEPES 0,25 mol.L™ pH 7,2 e fixadas com glutaraldeido 2%
solubilizado em solu¢do tamp3o de cacodilato de sédio 0,12 mol.L™* pH 7,4 a temperatura ambiente.
Apds serem fixadas, as microcdpsulas foram incubadas em duas solugdes por 1 hora cada, a saber:
tetréxido de dsmio 2%, e acido tanico 1%, ambas solubilizadas na solugdo tampao de cacodilato de
sédio 0,12 mol.L™ pH 7,4. A seguir, as microcapsulas foram seqiiencialmente desidratas em etanol
nas seguintes concentrac¢des: 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 95 e 100% (v/v). Em cada concentracdo de
etanol a incubagdo durou 1 minuto. Apds a incubag¢do em etanol 100%, as microcapsulas foram
imediatamente secas em aparelho de ponto critico (Critical Point Dryer, Balzers/CPD 030, Bal-Tec AG,
Zirich, Suica) com CO,. Em seguida as microcdpsulas foram gentilmente espalhadas sobre uma fita
adesiva condutora (Double Sided Carbon Tape, Eletron Microscopy Sciences, Shinto Paint Co.) e
recobertas com ouro com o auxilio do aparelho Sputter coater (Balzers/SCD 050, Bal-Tec AG), em 240
segundos de exposi¢cdo. As analises por MEV foram feitas no aparelho JSM-5800 LV (Scanning
microscope, JEOL, Tokyo, Japdo) na voltagem de 10 kV, utilizando o programa ARC 58 JEOL JUS,
versao 2.2.

Microcapsulas vazias de BDTN-Ca, BDTN-Ba, ALG-Ca e ALG-Ba, ndo implantadas em animais,
também foram analisadas por MEV segundo o mesmo protocolo acima citado.

As anadlises por MEV foram realizadas na Central Analitica da UNICAMP, em colabora¢do com a

Prof®. Dr®. Liana Verinaud, do departamento de Microbiologia e Imunologia da mesma Universidade.

3.3.9. Xenotransplante de ilhotas humanas microencapsuladas em camundongos
diabéticos
Para os ensaios de xenotransplante, 3.000 a 4.000 IEQ de ilhotas humanas nuas ou
microencapsuladas em BDTN-Ba ou BDTN-Ca foram infundidas na cavidade peritoneal de

camundongos Balb-c machos normais e diabéticos de 10 semanas de vida. Os animais foram
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tornados diabéticos através de injecdo intraperitoneal Unica de streptozotocina (Sigma) 250 mg.kg™.
Os procedimentos cirdrgicos foram os mesmos ja descritos no item 3.3.8 para a infusdo de
microcapsulas vazias. Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais do Instituo de Quimica da USP. Apds o procedimento cirurgico, o peso corporal e a glicemia
dos animais foram monitorados diariamente, sempre no periodo da manh3d e sem jejum prévio.
Durante todo o periodo em que os animais mantiveram o implante, os mesmos receberam
hidratacdo através de injecdo subcutanea de 0,5 mL de solucéo fisioldgica de Ringer contendo lactato
de sddio (Laboratdrio Sanobiol LTDA, Pouso Alegre, Minas Gerais, Brasil). Apds sete dias, a glicemia e
0 peso corporal foram avaliados nos animais trés vezes por semana. O tempo para a retirada das
microcdpsulas variou entre os diferentes experimentos. Quando observada a perda da fun¢do do
implante em pelo menos 50% dos animais contendo ilhotas microencapsuladas estas foram retiradas
e avaliadas quanto a sua estabilidade (resisténcia, intumecimento, presenca de rupturas) e a adesdo
de células na sua superficie. Também foi observada a glicemia do animal apds a retirada do implante.
Ilhotas provenientes de quatro pancreas humanos (cédigos NUCEL P17/06, P18/07, PO5/07 e P08/07)

foram utilizadas para estes experimentos de reversao do diabetes.

Para avaliar a fungdo in vivo das ilhotas implantadas nos animais, foi realizado o teste oral de
tolerancia a glicose (TOTG). Para tanto, os animais foram mantidos em jejum por 10 a 12 horas antes
do teste. Apds este periodo receberam por gavagem uma solucgdo glicosada na dose de 6 gramas de
glicose por quilograma de animal. As glicemias foram medidas apds a administracdo da solugdo

glicosada nos tempos 15, 30, 45 e 60 minutos ou até a normalizacdo da glicemia.

Uma vez explantadas, as ilhotas microencapsuladas foram avaliadas através de andlise
morfoldgica em microscdpio éptico. A funcdo das ilhotas microencapsuladas explantadas também foi
avaliada in vitro através do ensaio de liberagdo de insulina realizado em baixa (2,8 mM) e alta (20

mM) concentragao de glicose, conforme previamente descrito.
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3.4. Efeito do veneno do escorpido Tityus serrulatus (TS) sobre células beta

3.4.1. Preparo do veneno do escorpido Tityus serrulatus (TS)

O veneno foi retirado por estimulacao elétrica da glandula secretora do escorpido T. serrulatus
localizada na cauda. Este procedimento foi realizado no laboratério do Prof. Dr. Evanguedes
Kalapotakis, do Instituto de Ciéncia Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais, que
gentilmente cedeu as amostras de veneno de TS necessarias a todos os experimentos relacionados a
esta Tese. O veneno coletado foi diluido em solucdo de tampao fosfato (PBSA) (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO) e centrifugado a 15.000 g por 20 minutos a 4°C. Apds a centrifugacdo, foi possivel
observar a formacdo de um precipitado viscoso de coloragdo branca e um sobrenadante
transparente, bastante denso. O sobrenadante do veneno centrifugado (SVC) foi separado e mantido
em gelo durante todo o seu manuseio. O conteldo protéico do veneno foi dosado pelo método de
Bradford (Protein assay, Bio-Rad, Hercules, Califérnia, EUA), utilizando albumina sérica bovina
(Sigma) para a construcdo da curva-padrdo. O SVC foi armazenado a -20°C para ser utilizado
posteriormente em testes de inducdo de proliferacdo de célula RINm5F e também para ser
fracionado. O SVC foi submetido a um pré-fracionamento em membrana Centricon® (Amicon,
Millipore) com poro de 10 kDa seguido por um fracionamento em coluna de fase reversa (C-18) em
aparelho de cromatografia liquida de alta pressdo - HPLC (Shimadzu, Kyoto, Japdo). O SVC também
foi submetido a cromatografia de fase reversa em HPLC sem passar pelo pré-fracionamento. A
quantificacdo de proteinas nas fragGes coletadas apds as cromatografias de fase reversa foi realizada

por estimativa utilizando a area sob cada pico no cromatograma.
3.4.2. Pré-fracionamento do veneno

O SVC foi diluido com PBSA para a concentracdo de 25 mg.mL™ para o pré-fracionamento em
membrana Centricon® com poro de 10 kDa. Os tubos contendo 1 mL de SVC foram centrifugados a
15.000 g, 4°C. Antes que a membrana do Centricon® ficasse seca, foram acrescentados 0,5 mL de
PBSA para permitir uma separag¢do mais eficiente entre as moléculas abaixo de 10 kDa e as moléculas

acima de 10 kDa. As fracOes abaixo e acima de 10 kDa foram denominadas LMW e HMW,
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respectivamente. Cada fracdo teve seu volume completado para 1 mL e para os ensaios de
proliferagcdao com células RINm5F utilizou-se as seguintes dilui¢des: 10,0; 5,0; 2,5; 1,0; 0,5 x 107 vezes
a partir das fracgées LMW ou HMW. Para o fracionamento em coluna de fase reversa (C-18) as

fracGes foram obtidas no mesmo dia da purificacao.

3.4.3. Fracionamento do veneno por HPLC em colunas de fase de reversa C-18

As amostras LMW e HMW foram fracionadas através de cromatografia analitica em uma coluna
de fase reversa (Shimadzu, C18, Shim-pack CLC-ODS(M), 25 cm de comprimento e 4,6 mm de
didametro interno em HPLC (Shimadzu). A coluna foi equilibrada por 10 minutos com solugdo de acido
trifluoracético (TFA) 0,1%. Foi utilizada uma solugdo de TFA 0,1% contendo 80% de acetonitrila, para
a realizacao de um gradiente de 0 a 80% de acetonitrila durante 60 minutos. A temperatura da
corrida foi de 35°C e o fluxo da cromatografia foi de 1 mL.min™. Amostras de LMW e HMW na
concentragdo de 50 mg.mL™ foram aplicadas na coluna em volumes de 50, 100 e 200 UL. As corridas

foram monitoradas a 280 nm e 214 nm em detectores espectrofotométricos.

3.4.4. Avaliagdo do potencial proliferativo do veneno de TS e suas fragdes sobre células

beta

As células RINm5F (ATCC) foram cultivadas em placas de 96 pocos (NUNC® - BD Falcon, San Jose,
Califérnia, EUA), numa densidade inicial de 6x10° células/poco em 0,1 mL de meio de cultura RPMI-
1640 (LGC Biotecnologia) contendo 5% SFB, durante 24 horas. Apds este periodo, o meio foi aspirado
e lavado com PBSA. Acrescentou-se 0,1 mL de meio de cultura agora contendo 0,5% de SFB por pogo.
As placas foram incubadas por 24 horas no intuito de privar as células para soro. O meio pobre em
fatores de crescimento permite sincronizar as células na fase GO do ciclo celular. Novamente o meio
foi aspirado e foram adicionados 0,1 mL de meio contendo SVC, LMW, HMW ou as fra¢des apds a
fase reversa em diluicbes seriadas. Nas células controle foi adicionado apenas o meio de cultura. As
placas foram cultivadas por 48 horas em estufa a 37°C com atmosfera de 5% CO,. Nas ultimas 18
horas de cultivo foram adicionados 0,5 pCi de timidina tritiada (GE Healthcare Life Science,
Piscataway, New Jersey, EUA) por poco. Ao final das 48 horas de cultivo, as células foram lavadas

com PBSA e coletadas no aparelho coletor de células (Cell Harvester Systems, Inotech Biosystems
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International Inc., Rockville, Maryland, EUA). Este aparelho permite coletar, simultaneamente, as
amostras de todos os 96 pocos da placa, através da passagem das mesmas por um filtro de 13 de
vidro o qual retém as moléculas de DNA. Este filtro foi seco e transferido para tubos de
polipropileno. A cada tubo adicionou-se 0,5 mL de liquido de cintilacio (BCS®, Biodegradable
Counting Scintillant, Amersham, GE Healthcare Life Science) para a contagem no Cintilador (Liquid
Scintillation Analyzer 1500 TR, Packard, Frankfurt, Germany). A contagem automatica das cintilagGes
por minuto (cpm) é diretamente proporcional ao nimero de moléculas de [H*-metil]-timidina que
sdo incorporadas no DNA, o que reflete a atividade de proliferacao celular. Os resultados da ativacao
da mitose celular devem ser expressos convertendo-se os dados das cpm obtidos para “resposta
relativa”. Para isso, atribuiu-se o valor arbitrario de 1 a média das cpm dos pogos tratados com 0,5%

SFB (controle negativo) (Armelin, 1973).

3.4.5. Avaliagao da atividade metabdlica das células beta apds tratamento com a fragao
LMW do veneno de TS

A correlagdo entre a proliferacdo celular e a sua atividade metabdlica mensurada através da
densidade 6tica do produto da reducdo do sal de tetrazdlio ou MTT, foi estudada por Berridge e
colaboradores (1993), que avaliaram a proliferagao celular através da capacidade redutora da célula.
Para isso, utilizaram a reducdo deste sal, de coloragdo amarela e solivel em dgua, pela a¢do direta da
enzima succinato desidrogenase mitocondrial, que resulta em um produto de coloragdo azul e
soluvel em DMSO, o formazan, o qual pode ser mensurado espectrofometricamente através de sua

absorbancia espectrofotométrica no comprimento de onda de 600 nm (Heo et al., 1990).

As células RINm5F foram submetidas ao tratamento com LMW conforme o protocolo de cultivo
e incubacdo utilizado para o ensaio de incorpora¢do de timidina tritiada em DNA, descrito acima.
Uma quantidade de 50 pug de MTT foi adicionada a cada pogo, quatro horas antes de finalizar o

periodo de 48 h de tratamento das células com LMW.

Os resultados de atividade metabdlica foram expressos convertendo-se os dados de absorbancia
obtidos para “resposta relativa”. Para isso, atribuiu-se o valor arbitrario de 1 a média da absorbancia

dos pogos controle, tratados com SFB 0,5%.
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3.4.6. Avaliagdo in vitro do efeito da fracdo ativa do veneno de TS sobre a liberacdo de
insulina por ilhotas pancreaticas humanas

Logo apds serem isoladas, amostras de ilhotas pancreaticas humanas foram incubadas com a
fracdo ativa do veneno nas concentracdes de 0,1; 0,01; 0,001; 0,0001 ng.mL" por 48 horas. Foram
colocadas cerca de 330 IEQ por pogco e os experimentos foram realizados em triplicata. Apés o
término do periodo de incuba¢do com a fragdo ativa, as ilhotas foram submetidas ao ensaio funcional
de liberacdo de insulina em meio contendo alta e baixa concentragao de glicose, realizado segundo o

protocolo descrito no item 3.3.6.

3.4.7. Avaliagao do efeito do veneno de escorpido sobre a expressao do mRNA de insulina
e de PCNA por ilhotas pancreaticas humanas através de PCR quantitativo em
aparelho Real Time (qPCR)

As ilhotas pancreaticas humanas cultivadas com o veneno foram avaliadas quanto a expressdo
de RNA mensageiro de insulina e do antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA) em cada
condicdo de tratamento com a fracdo ativa do veneno. Para tanto, apds 48 horas de tratamento das
células com a fragcdo ativa nas concentra¢des de 0,1; 0,01; 0,001; 0,0001 r]g.mL'l, as ilhotas foram
coletadas em tubos contendo 1.000 IEQ por condi¢do. Estas ilhotas foram lavadas com solugdo de
PBSA e tiveram seu RNA total extraido segundo as instrucées do kit RNAspin Mini (GE Healthcare Life

Sciences).

O cDNA foi sintetizado segundo o mesmo protocolo descrito anteriormente (item 3.3.7) e
utilizado como molde em reagdo de PCR em tempo real para os marcadores de interesse (insulina e
PCNA) e para o gene de expressdo constitutiva HPRT. As reacdes de gPCR para a quantificacdo do
produto foram realizadas utilizando o reagente SYBR® Green Dye (Applied Biosystems, Foster City,
California, EUA). Todas as reac8es foram realizadas com 3 pL do cDNA sintetizado anteriormente,
diluido 30 vezes em tampdo TE (Tris.Cl 10 mM e EDTA 1mM, pH 8,0) 3 UL do conjunto de primers
(Forward e Reverse) especificos para as seqliéncias a serem amplificadas e 6 UL do reagente SYBR"®

Green Dye (Applied Biosystems). Foi utilizado o aparelho de gqPCR 7300 (Applied Biosystems). Os
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resultados do ensaio de gPCR foram analisados utilizando-se o programa GeneAmp 5700 (Applied

Biosystems) e segundo os célculos descritos no iten 3.3.7.

Seqliéncias dos primers utilizados:

> Insulina  Forward: 5'CAT CAC TGT CCT TCT GCC AT3’
Reverse: 5°"CAC AAT GCC ACG CTT CTG3’

» PCNA: Forward: 5°CTC ACG TCT CCT TAG TGC AGC TTAC3’
Reverse: 5°GGA CAT GCT GGT GAG GTT CA3’

> HPRT: Forward: 5" GAA CGT CTT GCT CGA GAT GTGA3’
Reverse: 5'TCC AGC AGG TCA GCA AAG AAT 3’

3.5. Coleta e analises dos dados
Os dados coletados e armazenados foram analisados utilizando o software Prisma e

grupos de dados foram comparados para a significancia através do teste t de Student’s e

ANOVA.
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4. Resultados

4.1. Caracterizacao do alginato da Sigma purificado (ASP) e analise comparativa com o
alginato ultrapurificado (AUP)
Para a confec¢do de microcdpsulas biocompativeis é importante minimizar o nivel de impurezas

presentes no alginato, constituidas principalmente por polifendis, proteinas e endotoxinas.

A avaliacdo do conteudo de polifendis do ASP foi feita através da andlise comparativa com o
alginato de partida para a purificacdo, o alginato comerical da Sigma nao purificado (ASN). A analise
comparativa entre estes alginatos indicou o nivel de reduc¢do obtido apds o processo de purificagdo.
E necessario haver uma redugdo de 82 a 97% de polifendis (Calafiore et al., 2004; Calafiore et al.,
2006; Leinfelder et al., 2003; Orive et al., 2005)). O resultado observado (Figura 6) foi uma redugdo
de apenas 18% do conteldo de polifendis no ASP. O ASN apresentou um valor de 367,2 + 2,9 UAF
(Unidades Arbitrarias de Fluorescéncia) a 445 nm, o APS de 301,4 + 1,6 UAF e o AUP de 82,1 + 0,3
UAF. Portanto, o APS apresentou uma reducdo insuficiente dos niveis de polifendis. O pico a 445 nm
provavelmente corresponde ao composto poli-floroglucinol, considerado o principal polifenol
contaminante de alginatos (Dusseault et al., 2005). Na figura 6 pode-se observar a auséncia de um
pico a 445 nm para o AUP, confirmando as informagdes de analise fornecidas pelo fabricante (Tabela

2).

As dosagens do conteudo protéico e do nivel de endotoxinas no ASP também ndo mostraram
valores satisfatérios que atendam as determinacOes das Agéncias de Vigilancia Sanitaria e dos
Comités de Etica para a aplicacdo do material em seres humanos. Estes valores podem ser

observados na Tabela 2. Em contrapartida, o AUP possui as qualidades necessarias a esta aplicagao.

Os outros pardmetros avaliados, como: massa molecular, viscosidade e conteido G/M s3o
importantes, pois determinam propriedades fisico-quimicas das microcapsulas, como: porosidade e

estabilidades mecanica e osmotica.
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Figura 6: Espectro de fluorescéncia de amostras de ASN (alginato da Sigma ndo purificado), ASP (alginato da
Sigma purificado) e AUP (alginato ultrapurificado).

A dindmica de viscosidade foi realizada para amostras de ASP e AUP e também para a Biodritina”
(BDTN), produzida com os dois tipos de alginato, BDTN-ASP e BDTN-AUP. Para a confec¢do de
microcdpsulas uniformes o ideal é utilizar solu¢des com a viscosidade de 100 cPs. Para AUP e BDTN-
AUP foi obtida uma viscosidade de 100 cPs com as concentragdes de 1% e 1,2% de alginato,
respectivamente (Figura 7). Em contrapartida, para o ASP foi necessaria uma concentragdo trés vezes

maior de alginato (3%) para atingir a viscosidade ideal e para BDTN-ASP esta concentracdo foi de

4,2% (Figura 7).
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Figura 7: Dinamica de viscosidade dos materiais ASP, AUP, BDTN-ASP e BDTN-AUP.

Segundo a literatura, a massa molecular do alginato deve estar entre 120 e 190 kDa para

obtencdo de poros de tamanho ideal (Calafiore et al., 2004). Quanto maior a massa molecular do
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alginato, maior o tamanho dos poros formados nas microcapsulas. As analises cromatograficas do
ASP permitiram calcular a sua massa molecular como sendo de aproximadamente 643 kDa. Essa alta
massa molecular pode afetar as caracteristicas de biocompatibilidade da microcdpsula por nao
permitir a formacdo de poros menores, ideais para a fungdo do biomaterial de atuar como uma
barreira aos anticorpos. A determinagdo da massa molecular divulgada pelo fabricante para o AUP foi

de 150 kDa (Tabela 2).

A propor¢do G/M também determina varias propriedades importantes da microcapsula. Foi
determinado um conteldo de aproximadamente 32,4% de G no alginato ASN e de 29,3% de G no
alginato ASP (Figura 8). Este baixo conteudo de G levou a decisdo de utilizar preferencialmente ions

bario, ou outra concentracdo de ions célcio (100 mM) para realizar a gelificacdo de microcapsulas

contendo ASP.
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Figura 8: A- Cromatografia em papel das amostras ASN e ASP hidrolizadas em trés condi¢des diferentes: 0,5;
1,0 e 2,0 N de HCI. A letra G indica acido gulurénico e M acido manurdnico. B- Valor em porcentagem do
contetido G/M obtido a partir da densitometria da cromatografia em papel apresentada em (A).

Na tabela 2 pode-se comparar os alginatos ASP e AUP em rela¢cdo as caracteristicas do
alginato que seria considerado ideal para o microencapsulamento (Dusseault et al., 2006). O ASP nio
se encontra dentro dos padrées necessarios para a confeccdo de microcapsulas biocompativeis,
sendo que um novo procedimento de purificacdo precisaria ser desenvolvido a fim de se obter maior

eliminagdao de impurezas. Além disso, é necessario partir de outra fonte de alginato que ndo o
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produto comercial da Sigma a fim de obter maior conteddo de G (>60%), ideal para a confecgdo de

capsulas mais estaveis, como sera apresentado e discutido a seguir.

Tabela 2: Avaliacdo comparativa entre o alginato da Sigma purificado (ASP), o alginato
ultrapurificado Pronova® (AUP) e o alginato ideal segundo Dusseault e col. (2006).

ASP AUP* Alginato Ideal

Massa Molecular [kDa] 643 150 120 a 190
Viscosidade 1% [Cp] 50 200 100 a 200
Contetdo Protéico [%] <2,3 <0,3 <0,5
Contetdo de Polifenéis [UAF’] 301,4 0 0
Contetido de Endotoxinas [EU/g’] 6.660 <100 <100

2+
Contetdo de G [%] 32,4 >60 SCO ([

<60 (Ca®* ou Ba®")

*Dados fornecidos pelo fabricante (Pronova®).
1Cp: CentiPoise; ’UAF: Unidades Arbitrarias de Fluorescéncia; 3EU/g: Unidades de endotoxina por grama.

4.2. Obtencao de microcapsulas estaveis

A influéncia da viscosidade e do conteludo de acido gulurénico (G) sobre a producdo de
microcapsulas mecanicamente estdveis esta ilustrada na figura 9. Pbéde-se observar que
microcapsulas produzidas com o ASP (1%) sdo mecanicamente instdveis. Isso é o resultado da
viscosidade desse material, inferior a desejada, somada a baixa concentragao de ions calcio utilizada
na gelificacdo (20 mM). Sugere-se utilizar essa concentracdo de ions célcio devido a proporg¢do G/M
deste material. Esta instabilidade foi avaliada apds a manutencdo dessas microcapsulas por sete dias
a 37°C em meio de cultura RPMI 1640 contendo 10% SFB. Em contrapartida, corrigida a viscosidade,
aumentando a concentrac¢do da solucdo de ASP de 1% para 4,2% (100 cps), e substituindo-se os ions

calcio por ions bario, foi possivel obter microcdpsulas mecanicamente estaveis (Figura 9).

Microcapsulas produzidas com o AUP, viscosidade de 100 cps, apresentaram-se mecanicamente
estaveis tanto com ions bario quanto com ions calcio (Figura 9). Esta estabilidade foi avaliada por 30

dias de cultivo in vitro.
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Pré-Cultivo P&s-Cultivo
BDTN - ASP

Solucdo 1% ASP
Viscosidade 50 cps
CaCIZ 20 mM

Solucdo 4,2% ASP
Viscosidade 100 cps
BaCl, 20 mM

BDTN - AUP

Solucdo 1% AUP
Viscosidade 100 cps
BaCl, 20 mM

Solucdo 1% AUP
Viscosidade 100 cps
CaCl, 100 mM

400 um

Figura 9: Avaliagdo comparativa através de microscopia de fase de microcapsulas vazias produzidas com
BDTN, variando-se o tipo de alginato utilizado (ASP ou AUP) e a solugdo de gelificagdo (CaCl, 20 ou 100 mM
e BaCl, 20 mM), apds manutencdo em meio de cultura contendo 10% SFB em estufa a 37°c. 0 tempo pds-
cultivo para BDTN-ASP foi de 7 dias e para BDTN-AUP, de 30 dias. Fotomicrografias obtida com aumento de
100X.

4.3. Avaliagao das propriedades fisico-quimicas das microcapsulas

As propriedades fisico-quimicas das microcdpsulas de BDTN-Ba e BDTN-Ca (produzidas com
AUP) foram avaliadas segundo dois aspectos: estabilidade mecéanica e estabilidade térmica. Foram
realizados trés testes de estabilidade mecanica in vitro e um teste in vivo para as microcapsulas de

BDTN-Ba (gelificada com 20 mM de BaCl,) e BDTN-Ca (gelificadas com 100 mM de CaCl,).

a. Avaliagdes in vitro

No primeiro teste de estabilidade mecanica, as microcapsulas foram mantidas em cultivo sob a

acdo osmoética de ions e proteinas presentes no meio de cultura RPMI 1640 (LGC Biotecnologia)
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contendo 10% SFB a temperatura de 37°C (Figura 9). Dentro do periodo de 30 dias, estas capsulas se

mantiveram mecanicamente estdaveis, sem alteragées morfoldgicas, incluindo auséncia de inchaco.

No segundo teste, as microcapsulas foram submetidas ao estresse rotacional em solugdo de
NaCl (0,15 mol.L") e avaliadas durante 21 dias (Figura 10). Durante este periodo, ndo houve
rompimento das microcdpsulas, mas apenas alteracGes do didmetro e das bordas. As microcapsulas
de BDTN-Ca apresentaram um inchacgo significativamente maior (p<0,001) entre o dia 0 e 21
enquanto as microcapsulas de BDTN-Ba mantiveram seu diametro estavel (p>0,05). Apds sete dias de
estresse rotacional, as microcapsulas de BDTN-Ba mantiveram sua morfologia, conforme avaliagdo
realizada através de microscdpio Optico, enquanto as microcdpsulas de BDTN-Ca apresentavam
pequenas imperfeicdes na sua superficie (Figura 10). No entanto, no dia 21, nenhuma das
microcdpsulas apresentava uma superficie uniforme, como se pode observar na figura 10, embora

ndo tenham se rompido.
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Figura 10: Microcapsulas de Biodritina’ apos terem sido submetidas ao teste de estresse rotacional (150 rpm)
em solucdo de Nacl (0,15 moI.L'l). A: Fotomicrografias de microcapsulas de BDTN-Ca e de BDTN-Ba nos tempos
0, 7 e 21 dias do experimento. B: Medidas dos diametros das microcapsulas durante o experimento. As analises
estatisticas foram realizadas comparando-se microcapsulas do mesmo material nos distintos periodos de
tempo. As fotos foram feitas com objetiva graduada, sendo que cada quadrado possui 100 um de lado.
Aumento de 100X. Os pontos representam as médias (n=100) de dois experimentos independentes + SEM.

O terceiro teste foi o chamado “teste explosivo”, onde as propriedades de hidratacdao das
microcdpsulas foram acompanhadas através da medicdo do seu didmetro com o auxilio de um
microscopio éptico que possui objetiva graduada. As microcapsulas mantidas em agua destilada, sob

agitacdo, permitem avaliar a biodisponibilidade dos ions para o meio, uma vez que, nesta condicdo,
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as interagGes idnicas, na malha da microcapsula, ficam submetidas a um estresse osmatico. Na figura
11, podemos observar que, no tempo zero, as microcapsulas de BDTN-Ca apresentam um didametro
maior do que as microcapsulas de BDTN-Ba. Sabe-se que estas microcdpsulas foram produzidas nas
mesmas condi¢des, e isto nos permite inferir que durante as lavagens iniciais das microcdpsulas de
BDTN-Ca, em solucdo salina, parte dos ions calcio foi trocada com o meio, provocando um inchacgo
nestas microcapsulas. No entanto, a solucdo salina nao foi suficientemente forte para seqliestrar os
fons bario como o foi para os ions calcio, levando o didmetro das microcapsulas BDTN-Ba a
apresentar-se 20% menor do que o das microcapsulas BDTN-Ca apds as lavagens iniciais em solugdo

salina.

Durante os sessenta minutos em que foram incubadas em 34gua destilada, as microcdpsulas
BDTN-Ca ndo tiveram seu diametro alterado, permanecendo com 500 pum, enquanto, nos primeiros
15 minutos, as microcdpsulas de BDTN-Ba alcangaram os 500 um de raio e permaneceram dessa
forma até a conclusdo do experimento. Analises por microscopia de fase destas microcapsulas ndo
evidenciaram altera¢Ges na sua estrutura (figura 11). Apds o periodo de uma semana, o numero de
microcdpsulas rompidas foi mensurado. As microcdpsulas de BDTN-Ba se apresentaram
relativamente estaveis no ensaio, aumentando de didmetro e se tornando amolecidas, sendo que a
maioria (65%) ndao se rompeu (Figura 12). Por outro lado, as microcapsulas de BDTN-Ca, se
mostraram mais frageis e, neste mesmo periodo, apenas 17% delas permaneceram integras (Figura
12). A superficie de ambos os tipos de microcdpsulas se encontravam rugosas apds 7 dias de

experimento.
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Figura 11: Microcapsulas de Biodritina“ apos terem sido submetidas a um estresse osmético. Fotomicrografias
de microcapsulas de BDTN-Ca e de BDTN-Ba nos tempos 0 e 60 minutos e 7 dias. As fotos foram feitas com
objetiva graduada, cada quadrado possui 100 um de lado. Aumento de 40X.
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Figura 12: A- Medidas dos raios das microcapsulas de BDTN-Ba e BDTN-Ca durante o experimento de estresse
osmoético. Os pontos representam as médias de triplicatas de dois experimentos independentes + SEM. B-
Porcentagem destas microcapsulas, integras e rompidas, apds o estresse osmatico por um periodo de 7 dias.
As barras representam as médias de dois experimentos independentes + SEM nos quais 200 microcapsulas
foram avaliadas ao todo.
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b. Avaliagao in vivo

As microcapsulas de BDTN-Ba e BDTN-Ca foram avaliadas apds serem mantidas in vivo durante 4
semanas, na regido subcutanea do dorso de ratos. De acordo com a figura 13 percebe-se a elevada
estabilidade mecéanica e biocompatibilidade destas microcdpsulas, conforme pode ser observado
apos o explante. Apesar de ter ocorrido a perda da esfericidade perfeita presente antes do implante
(mais evidente nas microcapsulas de BDTN-Ba), ndo foram observadas microcapsulas rompidas,
rachaduras em sua membranas, nem adesdo celular, eventos observados quando se utilizou o

alginato ASP (dados ndo mostrados) para confec¢do de microcapsulas de BDTN-Ba.

Pré-implante Pds-explante

BDTN-Ba

100X

BDTN-Ca

_.A l100X

40X 100X

Figura 13: Avaliagdo comparativa da morfologia de microcapsulas vazias produzidas com BDTN-Ca e
BDTN-Ba. Observacdo pré-implante e 4 semanas apds terem sido retiradas (pds-explante) da regido
subcutanea de ratos.

c. Estabilidade Térmica

No teste de estabilidade térmica foi possivel observar que as microcapsulas de BDTN-Ba
mantiveram a sua morfologia inalterada apds 24 horas a 37°C e a 40°C, enquanto as microcapsulas
de BDTN-Ca apresentaram uma forma ovalada a 40°C (Figura 14). Essas altera¢cdes observadas no

microscopio sdo indicativas de uma instabilidade fisico-quimica nas microcépsulas de BDTN-Ca.
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BDTN-Ca

BDTB-Ba

Figura 14: Fotomicrografias de microcapsulas de Biodritina" apods terem sido submetidas a um estresse térmico,
37°C e 40°C. Microcéapsulas de BDTN-Ca e de BDTN-Ba foram analisadas apds 1 e 24 horas de experimento.
Aumento de 40X.
4.4. Estudo da permeabilidade das microcapsulas a proteinas

Apds o cultivo por 15 dias, de células RINm5F microencapsuladas em BDTN-Ba, ALG-Ba, BDTN-Ca
e ALG-Ca, foram dosadas as proteinas presentes nos sobrenadantes dos meios de cultura em cada
um desses sistemas. Os resultados apresentados na figura 15 demonstram a habilidade das
microcapsulas de permitir o livre fluxo de proteinas através de todos os tipos de biomateriais
utilizados. Para microcapsulas gelificadas em solugdo de cloreto de célcio, a quantidade de proteina
dosada no sobrenadante foi reduzida a metade ao final dos 15 dias de cultivo. Ja a quantidade de
proteinas liberadas no sobrenadante por microcapsulas gelificadas em solucdo de cloreto de bario foi
o triplo. Com este experimento foi possivel avaliar também os valores de massas moleculares das
proteinas liberadas. Na figura 16, o resultado da eletroforese desnaturante dos sobrenadantes dos
meios de cultura permitiu inferir que as microcapsulas gelificadas em solu¢Ges de cloreto de bdério
apresentam um limite de poro de aproximadamente 70 kDa enquanto aquelas gelificadas em solucdo

de cloreto de cdlcio apresentam poros com limite de aproximadamente 100 kDa.
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Figura 15: Dosagem de proteinas dos sobrenadantes dos meios de cultura de células RINm5F
microencapsuladas em BDTN-Ba, ALG-Ba, BDTN-Ca e ALG-Ca cultivadas por 15 dias em meio de cultura sem
soro.

kDa

+—170,8
. 4+—109,5
<« 789

<“—60,4
“«—472

Figura 16: Eletroforese desnaturante do sobrenadante do meio de cultura de células RINm5F
microencapsuladas em ALG-Ca (AC), ALG-Ba (AB), BDTN-Ca (BC) e BDTN-Ba (BB), cultivadas por 15 dias em
meio de cultura sem soro.

4.5. Avaliagdao da citotoxicidade do biomaterial e da atividade metabdlica das células
RINmM5F microencapsuladas

A citotoxicidade dos biomateriais utilizados na confeccdo das microcapsulas e o desempenho
metabdlico das células microencapsuladas com as diferentes formula¢des (ALG-Ca, ALG-Ba, BDTN-Ca
e BDTN-Ba) foram comparados. Foi possivel avaliar a influéncia dos fons na biocompatibilidade dos

materiais bem como avaliar a influéncia do sulfato de condroitina combinado com o alginato
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(Biodritina® X Alginato), que comp&em a Biodritina®. A figura 17 representa o niimero de células por
30+3 microcdpsulas nos intervalos de tempo determinados. Todas as microcapsulas revelaram
aumento no numero de células e, conseqlientemente, na atividade metabdlica. No entanto, as
microcdpsulas gelificadas em cdlcio apresentaram um aumento mais acentuado frente as
microcdpsulas gelificadas em bério, com uma diferenca estatistica de p<0,01 para BDTN e p<0,05
para ALG (Figura 17). Até o sétimo dia, as células microencapsuladas com BDTN apresentaram maior
atividade metabdlica em relagdo as suas correspondentes microencapsuladas com ALG, mas sem
diferenca estatistica (Figura 17). Apds esse periodo, as atividades metabdlicas das células
microencapsuladas com ions bdrio se igualaram, assim como as atividades das células
microencapsuladas com ions calcio, também similares (Figura 17). Pode-se afirmar, portanto, que

nao houve citotoxicidade as células microencapsuladas por parte dos quatro tipos de membranas.
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Figura 17: A- Cinética da atividade metabdlica das células RINm5F microencapsuladas em BDTN-Ba,
BDTN-Ca, ALG-Ba, ALG-Ca, * p<0,05 e **p<0,001 (One-way ANOVA com Tukey post test). Os pontos
representam as médias de triplicatas de dois experimentos independentes = SEM. B- Fotomicrografia
representativa para os quatro tipos de microcdpsulas contendo células RINmSF apds 7 dias de
cultivo. Aumento de 40X
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4.6. Avaliagdo da atividade funcional in vitro de ilhotas pancreaticas microencapsuladas
Foi realizada a avaliacdo da capacidade de ilhotas nuas e microencapsuladas em BDTN-Ba em
responder ao estimulo com alta concentragdo de glicose (20 mM) liberando insulina. Com este teste
foi possivel avaliar também a permeabilidade da membrana a insulina produzida por ilhotas
presentes em seu interior. A figura 18-A contém os indices de libera¢do de insulina obtidos durante
experimentos realizados com ilhotas isoladas de seis pancreas humanos diferentes, tendo sido
possivel avaliar a variabilidade destes valores entre as diferentes preparag¢does de ilhotas. Ndo houve
diferenca significativa entre as médias dos indices de liberagdo de insulina obtidos para ilhotas nuas e

microencapsuladas dos diferentes pancreas (Figura 18-B).
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Figura 18: A- Ensaio de secrecdao de insulina por ilhotas nuas e microencapsuladas com BDTN-Ba durante
incubagdo com baixa (2,8 mM) e alta (20 mM) concentracdo de glicose. Cada barra representa o valor médio de
trés valores de indice de estimulo calculado + SEM. B- Valor médio dos indices de secrec¢do de insulina de
ilhotas isoladas de seis pancreas.

4.7. Avaliagdo da capacidade imunoprotetora das microcapsulas , in vitro, sob o desafio de
co-cultivo com macroéfagos

No experimento de co-cultivo de microcapsulas de BDTN-Ba vazias ou contendo ilhotas com
macrofagos ndo foi observado um aumento significativo na expressdo do mRNA da citocina IL-1J.
Entretanto, apds 9 horas de co-cultivo, ilhotas nuas e microencapsuladas em BDTN-Ca induziram um
aumento na expressao dessa citocina em macréfagos, na ordem de 2,8 £ 0,7 vezes (P<0,001) e 4,4 +
0,5 vezes (P<0,001), respectivamente. Microcapsulas vazias de BDTN-Ca ou de BDTN-Ba ndo

induziram expressdo de IL-1B. O controle positivo utilizado, ilhotas nuas, induziu significativamente a
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expressdo de IL-1P nos trés primeiros periodos de tempo medidos; 3, 6 e 9 horas, como pode ser

visto na tabela 3.

Tabela 3: Andlise da expressdo de

microencapsuladas por gPCR.

IL-13 por macréfagos co-cultivados com ilhotas nuas e

Macréfagos Macréfagos Macréfagos Macréfagos Macréfagos Macréfagos
Tempo + + + + +
[h] llhotas nuas Microcdpsulas | Microcdpsulas Ilhotas em Ilhotas em
BDTN-Ca BDTN-Ba BDTN-Ca BDTN-Ba
3 0,5+0,1 2,0+0,5*** 10,5+0,1 0,4+0,3 0,8+0,2 0,6+0,0
6 1,0£0,3 2,2+0,3** 0,8+0,1 0,8+0,2 0,8+0,7 0,4+0,2
9 1,0£0,6 2,8 +0,7*** 1,9+04 1,6+£0,6 4,4 +0,5%** 1,5+0,6
24 1,0£0,8 1,4+0,4 1,4+0,2 1,1+0,1 1,6+1,3 0,7+0,3

**p<0.01 e ***p<0.001

4.8. Avaliagdo da biocompatibilidade de microcapsulas vazias apds o implante em animais
As microcdpsulas implantadas na cavidade peritoneal de camundongos normais foram retiradas
apo6s os periodos de 7 e 30 dias. Observac¢des dessas microcdpsulas ao microscépio de contraste de
fase permitiram observar niveis varidveis de deformacgdes fisicas na superficie das microcdpsulas,
com clara diferenca entre os dois materiais, Biodritina®-bario (BDTN-Ba) e alginato da Sigma ndo
purificado-bario (ASN-Ba) (Figura 19). Segundo Thanos e colaboradores (2007) microcdpsulas com
caracteristicas desejaveis apds o periodo de implante, se encontrariam livres na cavidade peritoneal
enquanto microcépsulas consideradas seriam de dificil

de baixa qualidade recuperacao,

apresentando ades3o tecidual.

O volume de microcapsulas de BDTN-Ba infundido (1 mL) foi totalmente recuperado apds 7 ou
30 dias de implante em camundongos imunocompetentes, sem observacdo de adesdo tecidual. No
entanto, para as microcdpsulas de ASN-Ba a recuperagdo foi de 50-60% do volume previamente
infundido apds 7 e 30 dias de implante, com evidente adesdo tecidual e microcadpsulas rompidas. Dos
dez animais que receberam as microcapsulas de ASN-Ba, quatro morreram antes de completarem os
7 dias de implante, provavelmente por inflamagdo severa (septicemia) em decorréncia das impurezas

presentes no ASN.
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BDTN-Ba

ASN-Ba

40X

Figura 19: Avaliacdo comparativa, ao microscépio de contraste de fase, de microcdpsulas vazias de
BDTN-Ba ou ASN-Ba 30 dias apds o implante em camundongo Balb/c.

As avaliagGes histoquimicas através da coloragdo com azul de toluidina, confirmaram a
biocompatibilidade das microcapsulas de BDTN-Ba, com 99,3% de auséncia de adesdo celular,
associada a uma recuperacdo de 100% do volume implantado, e com microcapsulas integras e
apresentando superficie lisa (Figura 20). As microcapsulas confeccionadas com ASN-Ba
apresentaram-se pouco estaveis apds o transplante, com rompimento ou com muita irregularidade
na superficie, além da reduzida recuperacdo do volume previamente infundido (50-60% de
recuperacdo). As microcapsulas recuperadas de ASN-Ba apresentaram reduzida adesdo celular
(Figura 20). Observagdes de carater morfologico tais como, deformagdo e irregularidades da

superficie sao indicativas de baixa estabilidade e foram confirmadas por MEV (Figura 22).
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Figura 20: Microcapsulas vazias de BDTN-Ba ou ASN-Ba extraidas 7 e 30 dias apds implante em
camundongo Balb/c. Corte histolégico corado com azul de toloidina, aumento de 40x.

A microscopia eletronica de varredura (MEV) foi utilizada para avaliar estruturalmente a
superficie das microcédpsulas explantadas da cavidade peritoneal. Até o trigésimo dia as
microcdpsulas de BDTN-Ba apresentaram-se esféricas sem evidéncias de erosdo ou deformacdo da
superficie (Figura 21). Contudo, estruturas semelhantes a fibrina, comumente presente em cirurgias
no peritdnio, foram observadas aderidas a superficie do biomaterial. Microcdpsulas de ASN-Ba
apresentaram depdsito protéico similar, observado em ambos os periodos experimentais (Figura 22).
Adicionalmente, foram observadas, neste mesmo material (ASN-Ba), ranhuras que eram evidentes
no aumento de 200X e erosdao ou deformacgdo na superficie das microcdpsulas no explante apds 7
dias evidentes em aumento de 5.000X, demonstrando a instabilidade do material em estudo (Figura

22).

Na figura 23 foi possivel comparar os quatro tipos de microcapsulas estudados produzidas

com o alginato AUP: ALG-Ba, ALG-Ca, BDTN-Ba e BDTN-Ca. No aumento de 200X observou-se a
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presenca de ranhuras apenas nas microcapsulas confeccionadas com calcio. A textura observada no
aumento de 5.000X para as microcdpsulas confeccionadas com bario é menos rugosa e mais
homogénea quando comparada com aquelas confeccionadas com calcio. No entanto, observa-se a
presenca de ondas suaves nas microcdpsulas de ALG-Ba, as quais estdo ausentes naquelas de BDTN-

Ba.

BDTN-Ba 100X 5.000X

Pré-implante

100X 10 kV 5.000X 10 kv

7 dias pds-implante

30 dias pds-implante

e

5.000X, 10 kV —==—s apm ?

Figura 21: Micrografias obtidas em MEV de microcapsulas de BDTN-Ba antes e apds o implante de 7
e 30 dias na regido intraperitoneal de camundongos Balb/c. Aumento de 100X e 5.000X. As setas
indicam a presenca de estruturas semelhantes a fibrina.



ASN-Ba

Pré-implante

7 dias pds-implante

30 dias pés-implante
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200X 10 kv
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Figura 22: Micrografias obtidas em MEV de microcapsulas de ASN-Ba antes e apds o implante de 7 e
30 dias na regido intraperitoneal de camundongos Balb/c. Aumento de 200X e 5.000X. As setas

indicam a presenca de estruturas semelhantes a fibrina.
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Figura 23: Micrografias obtidas em MEV de microcdpsulas de ALG-Ba, ALG-Ca, BDTN-Ba e BDTN-Ca
produzidas com o alginato AUP. Aumento de 200X e 5.000X.
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4.9. Avaliar a habilidade de ilhotas humanas microencapsuladas em reverter a
hiperglicemia de camundongos diabéticos em um modelo de xenotransplante

A utilizacdo de alginato ultrapurificado (AUP) associada ao emprego de concentracbes
adequadas de ions bario ou calcio na gelificacdo do alginato permitiu a confeccdo de microcapsulas
de Biodritina® com uma étima estabilidade mecanica e propriedades de materiais biocompativeis.
Dessa forma, ilhotas humanas nuas ou microencapsuladas com BDTN-Ba ou BDNT-Ca foram
implantadas na cavidade peritoneal de camundongos diabéticos imunocompetentes, visando a

avaliagdo funcional in vivo das ilhotas microencapsuladas (Figura 24).

Figura 24: llhotas de Langerhans isoladas de pancreas humano coradas com ditizona. A: ilhotas nuas - aumento
de 100X; B: ilhotas humanas microencapsuladas em BDTN-Ba, aumento de 100X, grade com quadrados de 100

um de lado.

Os animais diabéticos que receberam um implante de ilhotas microencapsuladas com BDTN-Ca
alcangaram a normoglicemia logo apods a cirurgia (Figura 25-A). A normoglicemia foi mantida por 46
dias, periodo durante o qual a massa corpérea dos animais foi mantida (Figura 25-B). No
quadragésimo sexto dia apds o implante as ilhotas microencapsuladas com BDTN-Ca foram retiradas
e os animais foram mantidos vivos para o monitoramento da sua glicemia. Este procedimento
permitiu confirmar que a reversao do diabetes deveu-se ao implante de ilhotas microencapsuladas e
ndo da regeneragdo das ilhotas dos péancreas destes animais. As ilhotas microencapsuladas
explantadas foram avaliadas ao microscépio dptico quanto a adesdo de células em sua superficie,
verificando-se que 65% das microcapsulas observadas estavam livres desta adesdo ou com uma
adesdo menor que 50% (Figura 26). Microcapsulas de BDTN-Ca vazias infundidas em animais

diabéticos apresentaram 100% de auséncia desta adesdo (Figura 26).



4-Resultados 168

A B

700 Explante 33 Explante
. 600
-
3 500 —
g C
E, 400 -
= 2
E 300 3
) ¢ =
S 200
© 100 :

04 T—T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 1] 10 20 30 40 50 60 70
Dias apos o transplante Dias apos o transplante
—=— ||hotas microencapsuladas —a— |lhotas nuas —=— |Ihotas microencapsuladas =—#— llhotas nuas
P18/06 - BDTN-Ca n=2 P18/06 - BDTN-Ca n=2
n=2 n=2

Figura 25: Glicemia (A) e massa corpdrea (B) de camundongos Balb/c, diabéticos, apds transplante de 3.000
IEQ de ilhotas humanas purificadas do pancreas P18/06. Ilhotas microencapsuladas em BDTN-Ca (quadrados
vermelhos) e ilhotas nuas (tridangulos azuis). Os pontos representam as médias + SEM.

llhotas microencapsuladas

40X

100X

Figura 26: Avaliagdo ao microscépio éptico de microcapsulas vazias ou contendo ilhotas explantadas de animais
diabéticos. Aumento de 40X e 100X, grade com quadrados com 100 um de lado. Aumento de 100X. A seta

indica uma microcapsula com crescimento pericapsular abundante.
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Os animais diabéticos que receberam ilhotas provenientes de trés pancreas diferentes e que
foram microencapsuladas com BDTN-Ba, alcancaram a normoglicemia logo apds o implante (Figura
27). A normoglicemia se manteve por 62, 80 e 83 dias para as ilhotas provenientes dos pancreas
P17/06, P0O5/07 e P08/07, respectivamente. Durante o periodo de reversdo do diabetes os animais
mantiveram ou ganharam massa corpérea (Figura 27). O teste oral de tolerdncia a glicose foi
realizado com animais que receberam as ilhotas do P05/07 e P08/07, duas e trés semanas apds o
implante, respectivamente (Figura 28). Os animais que receberam ilhotas do P05/07
microencapsuladas apresentaram uma resposta semelhante aos animais do grupo controle nao
diabético, validando, portanto, a qualidade e funcionalidade destas ilhotas. Os animais que
receberam ilhotas do P08/07 microencapsuladas apresentaram uma resposta ao TOTG mais rapida
gue os animais controle, alcancando a normoglicemia 15 minutos apds a gavagem, confirmando,

assim, a viabilidade e funcionalidade das ilhotas.

A retirada do implante destes animais também confirmou a funcionalidade das ilhotas
microencapsuladas (Figura 27). Os animais que receberam ilhotas do P05/07 ja apresentavam
alteragdes da glicemia no dia do explante, com valores de glicemia acima de 200 mg.dL™. O ensaio
funcional in vitro, realizado com as ilhotas microencapsuladas explantadas, confirmou o seu mau
funcionamento, com um indice de secrecdo de insulina menor que 1 (0,5+0,05). Em contrapartida, o
indice de secrecdo de insulina das ilhotas do P0O8/07 microencapsuladas e explantadas foi maior do
que 1 (1,240,5), sendo importante enfatizar que no dia do explante metade dos animais apresentava

uma glicemia inferior a 200 mg.dL™.

As microcapsulas explantadas também foram avaliadas sob o microscopio optico quanto a
adesdo de células em sua superficie (Figura 29-A). Aproximadamente 71% das microcapsulas
contendo ilhotas do pancreas P17/06 e 73% do P08/07 explantadas estavam livres desta ades&do ou
apresentando uma cobertura celular menor do que 50% (Figura 29-A). Por outro lado, apenas 22%
das microcédpsulas contendo ilhotas do pancreas PO5/07 apresentavam essas caracteristicas (Figura

29-A).
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Figura 27: Glicemia e medidas de massa corpdrea de camundongos Balb-c, diabéticos, apds xenotransplante de
ilhotas humanas purificadas dos pancreas P17/06 (A), P05/07 (B) e P08/07 (C). llhotas microencapsuladas com
BDTN-Ba (quadrados vermelhos). llhotas nuas (triangulos azuis). Os pontos representam as médias + SEM.
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A contagem celular revelou a presenca de uma concentracdo maior de células no lavado

peritoneal de animais diabéticos do que no lavado peritoneal de animais com o diabetes controlado

e de animais controle, ndo diabéticos (Figura 28-B).
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Figura 28: Teste oral de tolerancia a glicose realizado em animais controle (circulos pretos) e em animais
diabéticos, transplantados com ilhotas microencapsuladas (quadrados vermelhos) e ilhotas nuas (tridangulos
azuis), isoladas dos pancreas P05/07 (A) e P0O8/07 (B). Os pontos representam as médias + SEM.
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Figura 29: A. Fotos representativas correspondentes a avaliagdo da porcentagem de adesdo celular sobre a
superficie de microcapsulas explantadas. As fotos foram obtidas em microscépio de contraste de fase e em
microscopio de fluorescéncia apds coloragdo live/dead. Aumento de 100X. B. Avaliagdo comparativa entre a
concentracdo de células presentes no lavado peritoneal no dia do explante de microcdpsulas de animais
agrupados da seguinte maneira: glicemia inferior a 200 mg.dL"l, glicemia superior a 200 mg.dL"1 e controle (ndo
diabéticos). Estes valores representam a média dos trés experimentos de avaliacdo in vivo da funcdo de ilhotas
microencapsuladas com BDTN-Ba em animais diabéticos.
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4.10. Efeito do veneno do escorpido Tityus serrulatus (TS) sobre células beta

4.10.1.Avaliagdo do ensaio de proliferacio com incorporacao de timidina tritiada por

células RINm5F

O ensaio de proliferacao celular utilizando o veneno de TS como agente indutor foi precedido
por ensaios utilizando SFB como indutor para aperfeicoar a resposta celular. Para isso, foram
realizados estudos de densidade celular e de privacdo para soro. A concentragdo de 6x10° células por
poco foi a que resultou no maior indice de proliferacdo apds tratamento por 48 horas com 5% SFB.
As densidades celulares testadas foram 3x10°, 6x10°, 1x10%, 3x10* células por poc¢o (dados nao

mostrados).

O estudo de privagdo consistiu em privar as células completamente de SFB (0% SFB), ou manté-
las em 0,5% SFB, por 24 e 48 horas. O resultado foi que a privagdo total de SFB levou a morte das
células RINmM5F, as quais se soltaram da placa apds 24 horas de privagdo. Ja para a concentragdo de
0,5% SFB, a extensdo do tempo de privacdo para 48 horas resultou no mesmo processo de morte e
descolamento celular. Avaliou-se também, a retirada de glicose do meio de cultura sob privacdo de
SFB. Da mesma forma, a retirada completa de glicose também resulta na morte destas células.

Portanto, optou-se por um privagao na presenca de glicose e de 0,5% de SFB por 24 horas.

Ainda com o intuito de avaliar a condicdo da linhagem celular RINm5F disponivel no laboratério,
foram realizados ensaios de incorporacdo de timidina tritiada por células tratadas com
concentracOes crescentes de SFB e de glicose (Figura 30). Quanto maior a concentra¢do de SFB,
maior a resposta proliferativa das células. Sabe-se que a glicose é um indutor de prolifera¢do para

células beta, e na linhagem RINmM5F estudada esta resposta foi confirmada.
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Figura 30: Ensaio de incorporagdo de timidina tritiada por células RINm5F tratadas com SFB (A) ou com glicose
(B). Atribuiu-se um valor arbitrario de 1 a média das cintilagdes por minuto (cpm) das amostras tratadas com

0,5% de SFB. Os graficos ilustram os resultados de dois experimentos independentes. Cada concentragao foi
testada em octuplicata. Barra - erro padrao (SEM).

4.10.2. Avaliagdo do efeito mitogénico do sobrenadante do veneno centrifugado (SVC) e

das fragoes LMW e HMW sobre a linhagem celular RINm5F

Foi encontrado um indice de proliferacdo de 1,5 + 0,4 através do ensaio de incorporacido de
timidina tritiada por células RINm5F tratadas com 6 ng.mL™ de sobrenadante de veneno centrifugado
(SVC) (Figura 31). Esta resposta apresentou-se significativa estatisticamente, com um p<0,001.
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Figura 31: Ensaio de incorporagdao de timidina tritiada por células RINm5F tratadas com concentragcdes
crescentes de SVC. Atribuiu-se um valor arbitrario de 1 a média das CPM do controle mantido em 0,5% SFB.
Resultados de quatro experimentos independentes. Cada concentracgdo foi testada em se xtuplicata. Barra -
erro padrao (SEM).

No entanto, o efeito proliferativo do SVC foi ainda maior em fragdes semi-purificadas. A
conhecida complexidade de moléculas presentes no extrato bruto do veneno pode minimizar o

efeito desejdvel. Apds o pré-fracionamento em membrana Centricon® contendo um poro com corte
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de 10 kDa observou-se que a fragdo com massa molecular inferior a 10 kDa (LMW) produziu uma
resposta relativa de 2,1 + 0,7 para a diluicdo de 0,5 x 107 vezes em relacdo a amostra base LMW
(figura 32).
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Figura 32: Ensaio de incorporacdo de timidina tritiada por células RINm5F tratadas com fragdes do veneno com
massa molecular <10 kDA e > 10 kDa. Fragdo <10kDa = LMW e fragdo >10kDa = HMW. Atribuiu-se um valor
arbitrario de 1 a média das CPM do controle mantido em 0,5% SFB. Resultados de dois experimentos
independentes. Cada concentragado foi testada em octuplicata. Barra - erro padrao (SEM).

4.10.3. Avaliagdo da atividade metabdlica das células beta apds tratamento com o SVC por
redugdo do sal tetrazolio (MTT)

O ensaio de MTT realizado para células RINm5F tratadas com o SVC revelou a manutencéo da
atividade metabdlicas nestas células tratadas (Figura 33). Além disso, observou-se uma resposta
relativa significativa para trés concentragdes testadas, 0,1; 1,0 e 10 ng.mL'l, com p<0,05, p<0,01 e

p<0,05, respectivamente.
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Figura 33: Ensaio de MTT com células RINm5f tratadas com o SVC. Atribuiu-se um valor arbitrario de 1 a média
das absorbancias do controle mantido em 0,5% SFB. Resultados de dois experimentos independentes, sendo
que cada concentragdo foi testada em sextuplicata. Barra - erro padrdo (SEM).
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4.10.4.Fracionamento do SVC por HPLC em coluna de fase reversa C-18
O sobrenadante do veneno centrifugado (SVC) e a fragdo de baixa massa molecular (<10 kDa —
LMW) foram submetidos a cromatografia em HPLC utilizando-se uma coluna de fase reversa (C18).
Duas amostras de SVC foram analisadas, doravante denominadas lote 1 e 2. Na figura 34 pode-se
observar o perfil cromatogréfico do lote 1 (RP1). Dos 16 picos avaliados, a fragdo contendo o pico 9
(tempo de retencdo de 22,12 min) apresentou a maior atividade proliferativa sobre as células
RINm5F, conforme avaliado no ensaio de incorporagdo de timidina tritiada (Figura 35). Para a
concentragdo de 1 ng.mL™ da fracdo 9 o indice de proliferagdo foi de 2,1 + 1,1, com uma diferenca

significativa em relagdo ao controle (p<0,05).
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Figura 34: Perfil cromatografico do SVC (lote 1) do veneno do escorpido Tityus serrulatus apds cromatografia
de fase reversa, C-18, em HPLC. Os numeros apresentados acima de cada pico representam o tempo de
retengdo e logo acima destes, os nimeros de identificacdo para cada pico testado.
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Figura 35: Ensaio de incorporagao de timidina tritiada por células RINm5F: A. tratadas com as fragGes do lote 1
do veneno TS apds fracionamento em coluna de fase reversa - RP1, resultado de trés experimentos
independentes. Cada concentragdo foi testada em quadriplicata; B. tratadas com a fracdo 9 da RP1, resultado
de cinco experimentos independentes. Cada concentracdo foi testada em sextuplicata. Atribuiu-se um valor
arbitrario de 1 a média das cpm do controle mantido em 0,5% SFB. Barra - erro padrdo (SEM).
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Os perfis cromatograficos apresentados na figura 36 correspondem ao fracionamento da fragao
LMW (lote 2)(Figura 36-A) e a superposicao das corridas das fracdes LMW e HMW (lote 2)(Figura 36-
B). Dos 9 picos candidatos no perfil da RP2 - fracdo LMW, a fracdo contendo o pico 6 (tempo de
retencdo de 22,23 min) apresentou atividade proliferativa segundo o ensaio de incorporacdo de
timidina tritiada (Figura 37). Pode-se observar que na concentragdo de 0,001 ng.ml™* a “fracdo 6”
apresentou uma inducdo de 2,2 + 0,3 vezes em relagdo ao controle negativo, com diferenca
significativa, p<0,01. No perfil cromatografico que superpde o perfil de LMW e HMW, fica evidente a

presenca exclusiva deste pico de 22,23 min (“fracdo 6”) no perfil de LMW (figura 7-B).
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Figura 36: A. Perfil cromatografico da fragdo LMW do veneno do escorpido TS apds cromatografia de fase
reversa, RP2. Os nimeros apresentados acima de cada pico representam os tempos de retengdo em minutos,
seguidos pelas identificagbes de cada pico (1 a 9). B. Perfis cromatograficos sobrepostos da fragdo LMW (linha
continua) e da fragdo HMW (linha pontilhada) apds cromatografia de fase reversa, RP2. A seta indica a fracdo
com atividade proliferativa do veneno, “fracao 6”.
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Figura 37: Ensaio de incorporagdo de timidina tritiada por células RINm5F tratadas com a fragdo 6 da RP2,
resultado de trés experimentos independentes. Cada concentragdo foi testada em sextuplicata. Atribuiu-se um
valor arbitrario de 1 a média das CPM do controle mantido em 0,5% SFB. Barra - erro padrdo da média (SEM).

4.10.5. Avaliagdo do efeito do veneno de escorpido sobre a secreg¢do de insulina por ilhotas
pancredticas humanas

Ilhotas pancreaticas humanas incubadas com a “fracdo 9” do veneno por 48 horas foram
avaliadas quanto a sua capacidade de secretar insulina in vitro durante a incubacdo com baixa (2,8
mM) e alta (20 mM) concentrag3o de glicose. llhotas tratadas com a concentracdo de 0,001 ng.mL™
da fracdo 9 do venenvo de Tityus serrulatus apresentaram um indice de liberacdo de insulina

significativamente superior ao controle contendo ilhotas ndo tratadas, p<0,05 (Figura 38).
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Figura 38: indice de secrecdo de insulina de ilhotas humanas tratadas ou ndo com a fragdo ativa do veneno T.
serrulatus (“fracdo 9” — RP1). Resultado de dois experimentos independentes. Cada concentragdo foi testada
em triplicata. Barra - erro padrdo da média (SEM)
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4.10.6. Avaliagdo do efeito do veneno de escorpido sobre a expressao de insulina e PCNA
por ilhotas pancreaticas humanas

Realizou-se gPCR de ilhotas pancredticas humanas tratadas com as fracGes ativas do veneno,
“fracdo 9” ou “fracdo 6”, com o objetivo de avaliar a inducao da expressao dos genes de insulina e de
PCNA. Como pode ser observado, na figura 39, houve uma indugdo significativa (p<0,001) da
expressao do RNA mensageiro de insulina em amostras tratadas com a concentragdo de 0,0001
ng.mL" das duas fragdes ativas do veneno. Estas fracdes ativas também foram capazes de induzir a
expressao do gene de proliferacdo PCNA nas mesmas ilhotas tratadas com a concentragao de 0,0001

ng.mL", com uma diferenca significativa em relagdo ao controle, p<0,05 (Figura 40).
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Figura 39: Efeito da fragdo ativa do veneno sobre a expressao do RNA mensageiro de insulina em células beta
de ilhotas pancreaticas humanas apds incubacdo por 48 horas. Avaliagdo quantitativa da expressao por gPCR,
gene constitutivo HPRT. Resultado de dois experimentos independentes, um com a “fragdo 9” e outro com a
“fracdo 6”, cada concentracdo foi testada em duplicata. Barra - erro padrado (SEM).
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Figura 40: Efeito da fragdo ativa do veneno sobre a expressao do RNA mensageiro de PCNA em células beta de
ilhotas pancredticas humanas apds incubacdo por 48 horas. Avaliacdo quantitativa da expressao por gPCR,
gene constitutivo HPRT. Resultado de dois experimentos independentes, um com a “fragdo 9” e outro com a
“fracdo 6”, cada concentracdo foi testada em duplicata. Barra - erro padrdo (SEM).



5-Discussao |81

5. Discussao
5.1. Obten¢ao de microcapsulas funcionais e biocompativeis

Para a obtencdo de microcapsulas funcionais e biocompativeis é necessario responder trés
perguntas: a) o material ativa o sistema imune (reagdo do receptor ao corpo estranho)?; b) o
material impede o funcionamento da célula microencapsulada (reagdo da célula ao corpo estranho)?;
¢) o material protege a célula microencapsulada do sistema imune (rea¢cdo do receptor a célula

dentro do corpo estranho)? Essas questdes serdo discutidas a seguir.

® Obtencdo de alginato livre de impurezas e de microcapsulas estaveis

O alginato é um polimero natural e sua aplicagdo como um biomaterial depara-se com o desafio
de eliminar os contaminantes que desencadeam efeitos mitogénicos, citotdxicos e indutores de
apoptose (Leinfelder et al., 2003). Dentre as impurezas comumente encontradas em amostras de
alginato estdo os polifendis, as endotoxinas e as proteinas. A eliminacdo destas impurezas, mais do
gue a composicdo quimica do alginato em si, é o principal fator responsavel pelo sucesso da
aplicacdo das microcapsulas (Orive et al., 2005; Zhang et al., 2001; Zimmermann et al., 2003). Ja foi

demonstrada por histologia uma significativa resposta imunoldgica a microcapsulas com elevado

conteldo destas impurezas (Leinfelder et al., 2003).

A andlise do alginato da Sigma Purificado (ASP) mostrou que o mesmo ndo possui as
caracteristicas adequadas para ser considerado um biomaterial aplicavel ao uso clinico (Tabela 2). Os
niveis elevados de endotoxinas e proteinas encontrados no ASP predispdem as microcdpsulas a
adesdo de macréfagos em sua superficie, o que ndao apenas atrapalha o fluxo de nutrientes para as
células microencapsuladas, mas também produz citocinas pré-inflamatdrias conhecidas por ativar
leucdcitos, estimular a proliferagdo de fibroblastos e promover a migracdo de outras células

inflamatdrias secretoras de mais citocinas (Orive et al., 2005).

O ASP também apresentou um nivel elevado de compostos polifendlicos (Figura 6) os quais

estdo associados com o evento de despolimerizacdo catalisada e subseqliente perda da viscosidade
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do alginato (Skjak-Braek et al., 1989). De acordo com a viscosidade do alginato, obtém-se (ou ndo)
microcdpsulas de superficie uniforme. Entretanto, ndo sé a viscosidade do alginato, mas o conteudo
de 4cido gulurdnico (G) e a massa molecular sdo fatores determinantes das propriedades

morfoldgicas e funcionais das microcdpsulas.

Os resultados da dindamica de viscosidade do ASP (dez vezes menor do que a ideal para a
concentracdo de 1%) associado a sua alta massa molecular (Figura 7 e Tabela 2) implicam na
obtencdo de microcdpsulas pouco homogéneas e com tamanhos de poros grandes demais para

impedir a passagem dos anticorpos.

O conteudo de G encontrado no alginato determina o cation divalente a ser utilizado para a sua
gelificagdo. Alginatos com um alto contetdo de G requerem ions bario para uma gelificacdo eficiente.
Por outro lado, para gelificar alginatos com alto conteido de M deve-se utilizar o ion calcio. As
microcdpsulas com alto contelddo de G possuem maior resisténcia, enquanto as outras, maior
elasticidade. Alginatos com um conteldo de G intermedidrio permitem a obteng¢do de microcapsulas
biocompativeis (Orive et al., 2002) e com maior estabilidade e resisténcia mecanica (de Groot et al.,
2004). O conteudo de 31% de G encontrado no ASP (Figura 8) ndo é ideal, porém, os resultados da
literatura ndao contemplam microcdpsulas gelificadas em cloreto de bario e com sulfato de
condroitina na sua composicdo. Portanto, o presente trabalho prop6s utilizar o ASP para a producdo
de microcapsulas de BDTN-Ba. A utilizacdo de cloreto de bario para a gelificacdo e o acréscimo de
sulfato de condroitina ao alginato, o que configura a formulacdo tipica da Biodritina®, permitiram a

confecgdo de microcapsulas com estabilidade mecanica superior (Figura 9).

Apesar da obtencdo destas microcapsulas de ASP estaveis, a elevada presenca das impurezas e o
baixo conteudo de G limitaram a continuidade dos ensaios com este material. Os dados descritos na
literatura de ensaios com células/ilhotas encapsuladas com alginatos com essas caracteristicas sdo de
capsulas que ativam o sistema imune sendo incapazes de imuno-proteger as células/ilhotas em seu

interior. A inclusdo de etapas adicionais no processo de purificacdo de alginato e a utilizacdo de
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outras fontes de alginato como amostra de partida estdao sendo desenvolvidas pelo nosso grupo,

visando a obtencgdo de alginato ultrapurificado e a independéncia da importagdo deste material.

Felizmente, o acesso ao alginato ultrapurificado (AUP), disponivel comercialmente, permitiu
avang¢os nos experimentos necessarios a validagdo da Biodritina® como um biomaterial aplicavel a
reversdo de diabetes em ensaios pré-clinicos. O conteddo de 60% de G encontrado no AUP implicou
na utilizacdo de ions bario ou altas concentragdes de ions calcio para a gelificacdo de microcapsulas
biocompativeis e com maior resisténcia e estabilidade mecanica (Figura 10). Os resultados obtidos
nos experimentos desta Tese, relativos a essa questao corroboram os dados discutidos na literatura
(de Groot et al., 2004). Isso acontece porque no processo de gelificagdo, o ion célcio se intercala
entre as cadeias GG enquanto o ion bario se intercala entre dois tipos de cadeia, GG e MG, além de
se ligar ao alginato com uma afinidade muito maior do que o ion célcio (Zimmermann et al., 2007).
Entretanto, a literatura sugere o uso exclusivo de ions bdrio quando o contelddo de G for maior que

60% (Morch et al., 2006).

Nossos ensaios de avaliagcdo das propriedades fisico-quimicas das microcapsulas gelificadas com
calcio (BDTN-Ca) versus bario (BDTN-Ba) apontaram as ultimas como sendo as mais resistentes a
estresses mecanicos, osmaticos e térmicos, conforme os resultados obtidos em experimentos in vitro
(Figuras 10, 11, 12 e 14). Estes ensaios foram importantes para avaliar a durabilidade das
microcdpsulas durante os processos de producdo e manipulagdo prévios ao implante, assim como
para prever o comportamento das microcapsulas apds o implante, quando estariam sujeitas a

condi¢bes bastante adversas.

No ensaio de estabilidade mecanica (Figura 10) foi demonstrado que microcapsulas de BDTN-Ba
sdo mais resistentes, fato confirmado pela auséncia de ruptura e inchago das microcapsulas durante
o periodo de avaliagdo. Em contrapartida, as microcapsulas de BDTN-Ca apresentaram inchago
durante o experimento, o que comprometeu significativamente sua estabilidade. A estabilidade de
uma microcapsula de alginato pode ser comprometida pela perda gradual de ions para o meio, o que

pode ser avaliado através do aumento do didmetro das microcapsulas (inchago). Nossos resultados



5-Discussao 184
(Figura 10) corroboram com os dados ja descritos na literatura, os quais demonstraram uma
resisténcia a compressao superior (trés vezes maior) das microcapsulas de bario quando comparadas

com aquelas gelificadas com ions calcio (Orive et al., 2005).

Previamente ao transplante as microcdpsulas devem se apresentar fisicamente integras. Para
avaliar tal caracteristica, alguns grupos propuseram um método denominado estresse osmético no
qual microcépsulas vazias ficam incubadas em solugdo hiposmodtica de agua ultrapura por um
determinado periodo. Segundo De Vos e colaboradores (2002) a manutencdo do diametro das
microcdpsulas nesta condicdo preconiza que a maioria das microcédpsulas pode resistir aos estresses
mecanico e osmodtico apdés o implante na cavidade peritoneal. Os resultados obtidos com
microcdpsulas de BDTN-Ba e de BDTN-Ca durante este ensaio mostraram que ambos os materiais sdo
resistentes a esses estresses (Figuras 10, 11 e 12). Além disso, Zimmermann e colaboradores (2007)
publicaram resultados nos quais microcapsulas de bario expostas ao estresse osmadtico apresentaram
um inchago méaximo de 30%, enquanto as de BDTN-Ba, conforme avaliado em nossos experimentos,
incharam apenas 25% (Zimmermann et al., 2007). A aplicagdo de estresse osmotico sobre as
microcdpsulas resulta em uma pressdo sobre a superficie do biomaterial quando exposto a dgua, que
pode resultar no rompimento da microcdpsula (Thu et al., 1996a). Quanto maior a absorcdo de agua
pela microcdpsula, menor a forca de interacdo entre as cadeias de alginato, o que leva a diminuicado
da estabilidade do polimero. Apds serem submetidas ao ensaio de estresse osmodtico por uma
semana, as microcapsulas de BDTN-Ba se apresentaram relativamente estdveis: apesar de
apresentarem um aumento de 25% em seu volume, tornando-se mais amolecidas, apenas 35%
destas microcapsulas se romperam. Em contrapartida, no mesmo ensaio de estresse osmético,
apenas 17% das microcdpsulas de BDTN-Ca permaneceram integras. Aranaz e colaboradores (Aranaz
et al., 2006) mostraram que a absorc¢do de agua pela microcapsula pode ser reduzida com o aumento

da concentragdo do alginato.

No ensaio in vivo de estabilidade de microcapsulas vazias foi possivel confirmar a

biocompatibilidade do material BDTN. As microcapsulas certamente sofrem mudangas em sua forma
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guando implantadas in vivo, e o grau desta mudanca é dependente das caracteristicas do ambiente
onde elas se encontram, incluindo; a quantidade e a composicdo do fluido presente, a drea
disponivel para a microcapsula ser instalada e a sua resisténcia fisica em relagdo aos tecidos vizinhos,
além da sua prépria composi¢ao (Thanos et al., 2007b). Como neste ensaio as microcdpsulas foram
implantadas na regido subcutanea de ratos, elas foram reunidas em um granuloma que acabou por
comprimi-las em um espaco restrito. Apds romper o granuloma ex vivo para a visualizacdo das
microcdapsulas, foi possivel observar que as microcapsulas de BDTN-Ba haviam adquirido uma forma
hexagonal estavel, enquanto as microcdpsulas de BDTN-Ca retomaram a forma arredondada. Esse
resultado confirmou a caracteristica esperada de rigidez das microcdpsulas de BDTN-Ba e

elasticidade das de BDTN-Ca (Figura 13).

¢ Avaliacdo da permeabilidade e da citotoxicidade das microcapsulas

A sobrevivéncia da célula microencapsulada depende de um balanco o6timo entre a
permeabilidade da microcdpsula (a qual determina a entrada de nutrientes essenciais e a saida de
metabdlitos téxicos) e o tamanho limite do seu poro (o qual define o tamanho molecular maximo
capaz de transitar através da membrana). Este balango é importante para garantir a imunoprotec¢ao
sem que haja perda da viabilidade e funcdo da célula microencapsulada. Acredita-se que a massa
molecular de corte ideal esteja em torno de 100 kDa, o que permitiria a troca de nutrientes como
albumina (66 kDa) e preveniria a entrada de imunoglobulinas (IgG=146 kDa; IgA=950 kDa; IgM=300 a
400 kDa) e de alguns componentes do sistema de complemento (C1q=410 kDa) (van Montfoort et al.,
2007). Uma variedade de técnicas vem sendo empregada para estudar a permeabilidade de
microcdpsulas, tais como: difusdo de dextranas de peso molecular conhecido (Coromili and Chang,
1993), cromatografia de exclusdo molecular (Brissova et al., 1998), e difusdo de proteinas de massa
molecular conhecida (Ribeiro, 1999). Nesta Tese foi utilizada uma técnica alternativa que envolveu
microencapsular células e analisar por eletroforese desnaturante as proteinas que difundiam para o
meio de cultura nos quais as células microencapsuladas foram mantidas durante 15 dias (Haque et

al.,, 2004). Com este experimento foi possivel observar a quantidade de proteina produzida pelas
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células microencapsuladas (Figura 15) e avaliar o perfil protéico do sobrenadante através de andlise
por eletroforese (Figura 16). Microcdpsulas de BDTN e ALG gelificadas em célcio e bario foram
analisadas. Nao foi possivel observar diferenca no limite de poro para microcapsulas gelificadas com
0 mesmo ion em materiais diferentes, mas observou-se que o limite de poro das microcapsulas
gelificadas em cdlcio (100 kDa) era maior do que o das microcapsulas gelificadas em bario (70 kDa).
Os quatro tipos de microcdpsulas apresentaram, portanto, uma permeabilidade desejavel e ao final
do experimento as células nelas microencapsuladas produziam quantidades de proteinas sem

diferencas significativas.

Também corroborando o0s nossos resultados, experimentos realizados por Mgrch e
colaboradores (2006) mostraram que microcapsulas contendo alto contelido de G apresentaram
poros menores quando gelificadas com bario em compara¢do com microcapsulas gelificadas com
calcio. Este grupo de pesquisadores também demonstrou que é possivel reduzir o tamanho do poro
ao aumentar a concentracdo de bario na solugdo de gelificagdo para microcdpsulas confeccionadas
com alginato contendo alto contetddo de G. Independente do ion sabe-se que géis produzidos com
alginato de alto conteldo de G tém a estrutura dos poros mais aberta e exibem maiores taxas de

difusdo para proteinas (Martinsen et al., 1992).

Estudos de difusdo molecular permitiram, ainda, avaliar o didmetro dos poros de microcapsulas
confeccionadas com alginato. Os didmetros mensurados em microcapsulas de ALG-Ba variavam
desde aproximadamente 4 nm (Zimmermann et al., 2005) a 50 a 150 nm (Kang and Schwendeman,
2006), enquanto os diametros dos poros de microcapsulas de ALG-Ca situavam-se nas faixas entre 5
e 200 nm (Andresen et al., 1977) ou 12 e 16 nm (Klein et al., 1983). Sabe-se que o raio molecular da
insulina varia de 1,5 a 4 nm e o da IgG é de aproximadamente 7,5 nm, sendo importante, portanto,
gue os poros tenham um raio entre 4 e 7 nm para a obtencdo de uma microcapsula funcional. Além
disso, Mullon (1999) demonstrou que poros de 150 nm presentes nas microcdpsula ja seriam
suficientes para reduzir, de um fator de 100.000 vezes, o risco de transmissdo do retrovirus

enddgeno suino, no caso de ilhotas suinas microencapsuladas (Mullon, 1999).



5-Discussao |87

O artificio comumente utilizado para controlar o tamanho do poro de microcépsulas de alginato
confeccionadas com ions calcio é o seu revestimento com polications (poli-L-lisina, poli-L-ornitina,
dentre outros) (de Vos et al.,, 2006). O revestimento com os policitions é realizado depois da
confeccdo das microcapsulas de alginato, as quais sdo mergulhadas na solu¢do de polication e em
seguida novamente colocadas em solugdo de alginato para recobrir os policdtions, que,
conhecidamente, induzem resposta inflamatdria ao implante (Clayton et al., 1991). Também é
possivel dificultar a difusdo de proteinas em microcapsulas ao reduzir o pH utilizado durante a

gelificagdo ou aumentar a concentragao do alginato (Ribeiro, 1999).

A difusdo de pequenas moléculas, como a glicose (180 Da), ndo é afetada pela matriz do
alginato, enquanto a difusdo de proteinas de alto peso molecular tem se mostrado dependente ndo

so das suas massas moleculares, mas também, das suas cargas residuais (Ribeiro, 1999).

Ribeiro (1999), ao trabalhar com microcapsulas de BDTN-Ca confeccionadas com alginato de alto
conteudo de M, comprovou que proteinas pequenas em relagdo aos poros das microcapsulas e com
cargas residuais positivas, se difundem facilmente para dentro das microcapsulas, e ligam-se
eletrostaticamente ao polimero, como observado com a proteina Citocromo C. Por outro lado,
quando a proteina tem carga residual positiva e tamanho préximo ao dos poros do biomaterial,
ocorre crescente dificuldade na sua difusdo para dentro da microcapsula. Além disso, quando a
proteina apresenta carga residual negativa, mesmo que tenha seu tamanho menor do que o dos
poros da microcdpsula apresenta dificuldade em se difundir para dentro da mesma, como é o caso da
albumina. Da mesma maneira, a insulina, uma proteina de 5,8 kDa, pl de 5,30 e, portanto, com carga
residual negativa em pH neutro, quando microencapsulada, é rapidamente liberada da microcapsula

(Ribeiro, 1999).

Os ensaios de atividade funcional de ilhotas humanas microencapsuladas em BDTN-Ba também
permitiram observar a livre difusdo de insulina através da microcapsula, sendo que n3ao houve
diferenca significativa no indice de secrecao de insulina de ilhotas microencapsuladas em relagao ao

de ilhotas nuas (Figura 18). Esse ensaio também comprovou a auséncia de toxicidade do material
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para as células microencapsuladas. A medida desta atividade funcional é considerada classica para

verificar a viabilidade da ilhota e para prever o sucesso no transplante delas em animais.

Apesar das microcdpsulas de BDTN-Ba mostrarem-se mecanicamente resistentes e permeaveis
a insulina, ainda foi necessario demonstrar sua permeabilidade a oxigénio, nutrientes e outros
produtos celulares. Essa permeabilidade é essencial para a sobrevida das células microencapsuladas
por um longo periodo. Com este objetivo, células RINm5F microencapsuladas em BDTN-Ba, ALG-Ba,
BDTN-Ca e ALG-Ca, foram mantidas em cultivo por até 15 dias e a sua atividade metabdlica
monitorada ao longo destes dias através do ensaio de MTT (Figura 17). Neste ensaio foi possivel
observar que os materiais ndo sdo citotéxicos e detectar um aumento do ndmero de células no
interior das microcdpsulas, uma semana apdés o inicio do experimento. Apds este periodo, nas
microcdpsulas confeccionadas com bdrio as células mantiveram a sua atividade metabdlica, porém
sem aumentar em numero. Este resultado poderia estar relacionado a maior resisténcia mecanica
destas microcdpsulas, que apresentam um espaco limitado para a acomodacdo de novas células. A
caracteristica elastica das microcapsulas gelificadas com célcio ndo apenas permitiu o aumento do
numero de células em seu interior, como também nao foi capaz de manter microencapsuladas todas
as células em crescimento, liberando parte delas para o meio de cultura. Esse episédio também foi
observado por outros grupos de pesquisa, que do mesmo modo utilizaram calcio para a gelificagcdo

das microcapsulas (Ponce et al., 2005).

Diversos grupos de pesquisa demonstraram que esta proliferacdo celular ocorre apenas durante
a primeira semana em que as células foram microencapsuladas. Apds esse periodo, ha uma
estabilizacdo no numero de células, que mantém atividade metabdlica e viabilidade por um periodo
prolongado (Baruch and Machluf, 2006; Haque et al., 2004; Orive et al., 2003b).

¢ Avaliacdo da capacidade imunoprotetora, in vitro, das microcapsulas sob o desafio de
co-cultivo com macroéfagos

Um método simples e sensivel foi desenvolvido e validado pelo grupo de Juste e colaboradores

(2005) com o objetivo de avaliar a biocompatibilidade de diferentes biomateriais baseando-se nas
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interacbes entre macrdofagos e a superficie das microcapsulas (Juste et al.,, 2005). Este método
consistiu em incubar microcdpsulas, contendo ilhotas (ou ndo), com macréfagos e avaliar a expressdo
de mRNA correspondente a citocinas por qPCR apds 3 horas de co-cultivo. Sabe-se que pode existir
uma descontinuidade entre a producdo do mRNA da citocina e o efeito biolégico da proteina. No
entanto, a produgao da citocina (proteina) pode ser regulada também ao nivel pds-transcricional ou
ter seu efeito controlado pela agdo de antagonistas produzidos. Desta forma, o nivel da citocina
dosado no sobrenadante do co-cultivo pode ndo corresponder ao efeito bioldgico observado, assim
como o nivel de expressdo de mRNA avaliado. Por isso, o nivel de mRNA da citocina medido foi usado
como um marcador de ativacdo de macréfagos, o qual permite avaliar a biocompatibilidade da
microcdpsula e do biomaterial, ndo tendo como objetivo a investigacdo do efeito biolégico da
citocina. Claramente, para este segundo objetivo devem ser realizados ensaios complementares. Este
método foi, portanto, validado neste trabalho (Juste et al., 2005) e mostrou ser capaz de diferenciar
microcdpsulas confeccionadas com alginatos impuros versus puros, na presenga e na auséncia de PLL

(poli-L-lisina) (um conhecido ativador de macréfagos).

Os macréfagos desempenham um papel importante nos eventos de inflamacdo e crescimento
pericapsular. Estudos in vivo demonstraram uma superexpressdo de IL-1B, IL-6 e TNF-a. em
macréfagos 3 horas apds o implante de microcapsulas vazias na regido intraperitoneal de ratos. Os
macréfagos peritoniais sdo facilmente ativados. Eles agem liberando um grande ndmero de agentes
citotdxicos, incluindo citocinas e dxido nitrico. As citocinas liberadas seguem um padrdo de cascata
que se inicia com MIP-2 e continua com IL-13, TNF-c. e IL-6 (Ferlito et al., 2001). Estas moléculas sdo
conhecidas por induzir apoptose e necrose de células.

As imperfeicGes encontradas nas microcdpsulas, como a presenca de pontas e rupturas, sdo
capazes de ativar macrofagos (Basta et al., 2004). J4 o conteddo M/G do alginato utilizado para a
confec¢do das microcdpsulas nao influencia na ativagdo dos mesmos (Orive et al., 2005). A pureza e a
presenca de PLL sdo fatores ativadores de macréfagos (Orive et al., 2005). A viabilidade e a fungdo
das ilhotas microencapsuladas também podem influenciar na reatividade dos macréfagos as

microcdpsulas (Basta et al., 2004).
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Em nossos experimentos optamos por quantificar a expressado de IL-1B (uma citocina do inicio da
cascata de ativagdo) em macréfagos peritoniais co-cultivados com microcdpsulas de BDTN-Ca e
BDTN-Ba vazias e contendo ilhotas de ratos e, como controle positivo, macréfagos co-cultivados com

ilhotas nuas.

As ilhotas nuas, utilizadas como controle positivo, induziram a expressdo de IL-1p durante os trés
primeiros periodos de tempo avaliados (3, 6 e 9 horas) (Tabela 3). Basta e colaboradores (2004)
demonstraram que os niveis de IL-1f3 dosados no sobrenadante do co-cultivo com macréfagos de

ilhotas nuas ou LPS (25 ng.mL") foram semelhantes nos periodos de 6, 12 e 18 horas.

Ndo houve indugdo significativa da expressdo de IL-1f no co-cultivo de macréfagos com
microcdpsulas vazias de BDTN-Ba e de BDTN-Ca, avaliada durante o experimento (3, 6, 9 e 24 horas).
A biocompatibilidade dos dois materiais foi, portanto, novamente confirmada. Entretanto, a
habilidade da microcdpsula em evitar a ativagdo de macroéfagos quando ilhotas estavam presentes
em seu interior foi alcancada apenas para aquelas confeccionadas com BDTN-Ba. Apds 9 horas de co-
cultivo de macréfagos com ilhotas microencapsuladas em BDTN-Ca, foi observada uma expressdo
significativa da citocina IL-13 em relagdo ao controle negativo (p<0,001). Essa ativagdo dos
macréofagos observada apenas apds 9 horas de co-cultivo pode ser explicada por uma maior
instabilidade mecanica das microcapsulas de BDTN-Ca contendo ilhotas em seu interior, as quais
podem ter: 1) permitido um contato direto das células da ilhota com os macréfagos; 2) induzido a
producdo e liberagdo de moléculas pelas células microencapsuladas capazes de ativar os macréfagos;
ou 3) permitido a liberacdo de moléculas pelas células microencapsuladas capazes de ativar os
macréfagos as quais ndo foram permeaveis as microcapsulas de BDTN-Ba, que possuem poros de

tamanho médio menor do que as de BDTN-Ca.

A secregdo de TNF-o. e IL-1 por macréfagos também foi induzida por ilhotas alo e isogénicas
microencapsuladas em ALG-PLL-ALG-Ca e ndo por microcapsulas vazias (de Vos et al., 2003a). Isso
poderia ser explicado pela producdo de outras citocinas pelas ilhotas, moléculas capazes de ativar os

macréfagos caso atravessem a membrana das microcapsulas. Estas outras citocinas podem ser MCP-
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1 e/ou VEGF produzidas em resposta a uma condicdo de estresse celular como a baixa tensdo de
oxigénio.
o Avaliagao da biocompatibilidade de microcapsulas vazias apos o implante
em animais
Materiais bioldgicos utilizados para o microencapsulamento celular em transplantes requerem
uma maior compreensao da sua estabilidade e de como esta estabilidade influencia a sobrevida da
célula microencapsulada, a imunoprotecao e a biocompatibilidade. A compreensao da estabilidade
do alginato in vivo, principalmente no que diz respeito a sua degradacdo, é bastante limitada
(Thanos et al.,, 2006). Andlises detalhadas das propriedades quimicas e morfolégicas das
microcdpsulas explantadas e microscopia eletrénica de varredura (MEV) nos permitiram avangar na

avaliagdo da Biodritina®.

A utilizagdo do alginato como um biomaterial para o microencapsulamento celular presume que
ele deva prover uma protecdo infinita ao enxerto. No entanto, por ser um polissacarideo, o alginato
esta sujeito a degradacdes hidroliticas e enzimaticas (Holtan et al., 2006). A degradacgao da superficie
das microcapsulas de alginato comecgou a ser estudada, recentemente, através de ensaios in vitro
(Kong et al., 2004; Lee et al., 2004) e in vivo (Thanos et al., 2006; Thanos et al., 2007a; Thanos et al.,

2007b).

Os resultados apresentados por Thanos e colaboradores (2006) mostraram que quanto
menor o conteldo de contaminantes protéicos e de endotoxinas presentes no alginato, menor a
degradacdo das microcéapsulas in vivo. O conteddo M/G nio apresentou influéncia direta sobre a
degradacdo. A presenca de impurezas permitiu a visualizacdo de erosdo em microcapsulas 30 dias
apés o implante, enquanto microcdpsulas confeccionadas com alginatos ultrapurificadoss
mostraram-se resistentes durante os 90 dias de monitoramento. De acordo com nossos resultados,
as microcapsulas de BDTN-Ba analisadas por MEV ndo apresentaram erosdo na sua superficie apds
30 dias de implante (Figura 21). A presenca de algumas rugosidades na superficie dessas

microcdpsulas foi considerada normal, acontecendo em decorréncia da desidratacdo das
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microcdpsulas, a qual é necessaria para a realizacdo das analises por MEV (Aranaz et al., 2006). No
entanto, o aspecto frisado, que foi observado nas microcdpsulas de ASN-Ba, ndo surgiu em
decorréncia do processamento para analise, pois foi previamente observado ao microscépio de
contraste de fase. Essa textura frisada pode estar relacionada a baixa estabilidade e a alta reatividade
das microcapsulas de ASN-Ba, que foram encontradas em sua maioria rompidas ou aderidas aos

tecidos adjacentes no dia do explante.

As analises histoquimicas dos explantes também confirmaram a biocompatibilidade e a
estabilidade das microcapsulas de BDTN-Ba, que mantiveram a forma esférica, a superficie
arredondada e lisa e sem adesdo celular em sua superficie (Figura 20). Ja as andlises do material ASN-
Ba denotaram um biomaterial pouco estavel. As poucas microcdpsulas recuperadas estavam em sua
maioria rompidas ou disformes. Trabalhos prévios que comparam alginatos, devidamente purificados
ou ndo, apresentam analises histoldgicas semelhantes as que obtivemos em nossos experimentos
(Calafiore et al., 1999; de Vos et al., 2003b). Além destas, as analises por MEV realizadas por Thanos
e colaboradores (2006) também foram compativeis com nossos resultados, principalmente quando
comparados os alginatos resistentes a degradacdo (VPMG X BDTN-Ba) com os nao resistentes (VPLG,

pKel, pFlu e pMan X ANP-Ba) apresentados na figura 41.

A avaliacdo da estabilidade de microcdpsulas confeccionadas com alginato devidamente
purificado, ndo revelou diferencas apds implante em sitios alternativos a cavidade peritoneal, como
os sitios subcutaneo e intra-atrial (cérebro) (Thanos et al., 2007b). As microcapsulas foram avaliadas
por MEV, e apresentando-se, por até 210 dias, esféricas e com superficie lisa, independente do sitio

de implante.
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Figura 41: Figura retirada do artigo de Thanos et al. (2006). Analise por MEV de microcapsulas vazias
implantadas na regido intraperitoneal. de camundongos. As abreviagGes correspondem ao tipo de alginato
utilizado na confecgdo das microcapsulas: VPMG — vendor-purified medium G, VPLG — vendor-purified low G,
pKel — purified Keltone LVCR (ISP Corporation, USA), pFlu — purified Fluka (Sigma-Aldrich), pMan — purified
Manucol (ISP Corporation, USA).
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As anadlises pdés-implante das microcapsulas de BDTN-Ba e de ASN-Ba revelaram a presenca de
estruturas arredondadas em sua superficie com um diametro inferior a 1 um. Um fibroblasto aderido
a superficie apresenta entre 50 e 100 um de diametro. Um fibroblasto ndo aderido teria um
didmetro de aproximadamente 25 um, o que descarta a possibilidade de adesdo celular, além das
analises por histoquimica que ndo revelaram células nas superficies das microcapsulas de BDTN-Ba.
As estruturas apontadas pela seta nas figuras 21 e 22 sdo condizentes com estruturas imuno-
reveladas de fibrina (Meier and Drake, 1984). O efeito pds-ciriurgico de recrutamento de células
inflamatdrias responsaveis por regenerar a regido lesada durante a cirurgia acaba levando a
formacdo de uma matriz de fibrina organizada. Esta matriz é responsavel por ancorar principalmente
fibroblastos e macrdfagos que irdo reparar a injuria. Apos o reparo esta matriz de fibrina é degradada
por fibrindlise em pequenas moléculas denominadas produto de degradacdo de fribrina (FDP — do
inglés: fibrin degradation products) (Cheong et al., 2001). Estes FDP podem ser as estruturas
apontadas pelas setas nas figuras 21 e 22. Entretanto, para confirmar essa hipdtese seria necessario
a imuno-revelagdo destas microcdpsulas com anticorpos anti-fibrina. J& foi demonstrado que
independente da pureza do material utilizado no microencapsulamento, até sete dias apds o
implante, observa-se uma grande quantidade de células inflamatdrias na regido que contém as
microcdpsulas. No primeiro dia apds o implante os granulécitos sdo as primeiras células que
aparecem, seguidos pelos basdfilos, células gigantes mononucleadas e eritrécitos. Essas células tém
seus numeros reduzidos entre 5 e 7 dias apds a cirurgia. Quando o material utilizado na confecgdo
das microcdpsulas é de alta pureza e apresenta boa biocompatibilidade, ao final desse periodo de 5 a
7 dias, observa-se a substituicdo destas células inflamatdrias por fibroblastos, que também
desaparecem apods duas semanas (de Vos et al., 2002b).

¢ Avaliagdo da viabilidade e da func¢ao de ilhotas humanas microencapsuladas através do
xenotransplante em camundongos diabéticos

Desde a primeira aplicacdo proposta por Lim & Sun (1980), ilhotas microencapsuladas
sustentam o potencial de viabilizar o transplante de ilhotas na auséncia de imunossupressores e

também de suprir a limitada fonte de pancreas humanos ao permitirem o uso de ilhotas xenogéncias
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(Lim and Sun, 1980). Varios estudos tém demonstrado a habilidade de algumas microcapsulas em
restabelecer a normoglicemia em diversos modelos de animais diabéticos (Tabela 4). O nimero de
relatos é grande assim como as variadas taxas de sucesso apresentadas, as quais reforgcam os
inerentes desafios que envolvem a aplicacdo desta tecnologia. Em alotransplantes de ilhotas nuas, as
ilhotas sdo geralmente destruidas dentro de duas semanas apdés o implante enquanto em
xenotransplantes isso ocorre dentro de uma semana. O imunoisolamento melhora significativamente
a sobrevida do tecido transplantado. Contudo, a independéncia de insulina, principalmente em
animais maiores ou modelos de pequenos animais, apresenta uma duracdo limitada. Os
experimentos de Sun e colaboradores (1996), nos quais primatas ndo humanos diabéticos que
receberam ilhotas suinas microencapsuladas apresentaram normoglicemia por aproximadamente
800 dias, nunca foi reproduzido por outros grupos (Sun et al., 1996). Além disso, a falta de um
controle para este experimento levou a um grande questionamento dos resultados obtidos (Duvivier-

Kali et al., 2004).

Seis causas principais foram apontadas para falhas no transplante de ilhotas microencapsuladas
(Wilson et al., 2007): 1) a presenga de contaminantes e impurezas no material utilizado na confec¢ado
das microcapsulas; 2) o uso de PLL; 3) receptores animais de grande porte e/ou a presenca de auto-
imunidade no receptor do enxerto; 4) nimero insuficiente de ilhotas microencapsuladas; 5) o sitio de

implante; 6) a perda do tecido implantado por morte das células microencapsuladas.

As microcdpsulas de BDTN-Ba foram qualificadas quanto a auséncia de contaminantes que
ativem o sistema imune. Além disso, elas dispensam o uso de PLL para aumentar a sua estabilidade e
controlar o tamanho de seus poros. Em nossos experimentos os animais que receberam as ilhotas
microencapsuladas foram camundongos imunocompetentes que tiveram o diabetes mellitus tipo 1

induzido por injecdo Unica de streptozotocina.

A acdo de anticorpos que porventura consigam atravessar a barreira da microcdpsula e alcancar
as ilhotas em seu interior é um fator de insucesso no transplante de ilhotas microencapsuladas.

Camundongos NOD, nos quais o diabetes se desenvolve através de um mecanismo auto-imune,
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apresentam elevados niveis de anticorpos anti-insulina e/ou anti-célula beta. Quando submetidos a
um transplante de ilhotas microencapsuladas com ALG-Ca foi observado um dificil controle da
glicemia, devido principalmente ao fato de ter sido utilizado um polimero com poros grandes demais
para impedirem a entrada dos anticorpos no interior das microcdpsulas (Weber et al., 1990b). No
entanto, em transplantes nos quais foram utilizadas microcapsulas de ALG-Ba ja foi demonstrado um
sucesso prolongado, uma vez que as microcapsulas gelificadas com esse ion possuiam porosidade
ideal para impedir a acdo do sistema imune via anticorpos (Duvivier-Kali et al., 2004). A porosidade
estimada para as microcapsulas de BDTN-Ba também aponta para uma permeabilidade ideal, capaz
de impedir a entrada de anticorpos, sem afetar o livre transito de nutrientes, oxigénio e metabdlitos

necessarios as células microencapsuladas.

O numero de ilhotas implantadas nos ensaios de reversdao do diabetes variou entre 3.000 a
4.000 IEQ microencapsuladas em BDTN-Ba. Nesses ensaios foi observada ndo apenas a manutencao
da normoglicemia dos animais (Figura 27), como uma habilidade destas ilhotas em responder a alta
concentracdo de glicose de maneira tdo eficiente quanto as de animais normais, ndo diabéticos, ou
ainda com melhor performance, conforme demonstrado pelo teste de TOTG (Figura 28). O teste de
TOTG permite avaliar com maior precisdio e confiabilidade o desempenho das ilhotas
microencapsuladas (Duvivier-Kali et al., 2004; Schneider et al., 2005; Wilson et al., 2007). O tempo
necessario para que os animais diabéticos que receberam ilhotas microencapsuladas (P08/07)
atingissem a normoglicemia no teste de TOTG foi ainda menor do que o tempo observado nos

animais controle, ndo diabéticos.

Ilhotas microencapsuladas com ALG-Ba utilizadas pelo grupo do Joslin Diabetes Center (Duvivier-
Kali et al., 2004) e pelo grupo da Universidade de Mainz (Schneider et al., 2005) apresentaram os
melhores resultados de sustentacdo da normoglicemia em animais diabéticos, conforme
demonstrado pelo prolongado periodo de sucesso, 184 dias para o primeiro e 268 dias para o
segundo. O tempo maximo de reversdo do diabetes que alcangamos em camundongos com ilhotas

humanas microencapsuladas em BDTN-Ba foi de 83 dias, inferior aos apresentados por esses grupos.
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No entanto, nosso experimento foi propositalmente interrompido quando 50% dos animais (5
animais) ainda se apresentavam normoglicémicos. Os implantes desses animais foram retirados, o
que levou ao retorno do estado hiperglicémico, e nos permitiu assegurar que a reversao do diabetes
ocorreu em fun¢do do transplante de ilhotas humanas microencapsuladas e nao por uma
regeneracdao do pancreas do animal. Portanto, ndo descartamos a possibilidade de conseguirmos
atingir periodos de normoglicemia tdo longos quanto os apresentados pelos grupos citados acima,
utilizando ilhotas microencapsuladas em BDTN-Ba. No experimento do grupo de Schneider e
colaboradores (2005) apenas um animal diabético que recebeu o implante de ilhtoas
microencapsuladas alcangou o tempo de 268 dias de normoglicemia (Tabela 4)(De Vos et al., 1997;
de Vos et al., 2003b; Duvivier-Kali et al., 2004; Kin et al., 2002; Lanza et al., 1995; Lum et al., 1992;
Ohyama et al., 1998; Orive et al., 2005; Orive et al., 2003a; Safley et al., 2005; Schneider et al., 2005;

Sun et al., 1996; Tashiro et al., 1997; Tun et al., 1996; Wang et al., 1997; Weber et al., 1990a).

Tabela 4: Manutenc¢do de normoglicemia apds o transplante de ilhotas microencapsuladas em
animais diabéticos

Doador Receptor Tip.)o de’ !\mmero de ilhotas No.rmo,t;IiC(: Referéncia
microcapsula implantadas -mia [dias]
Alotransplante
Camudongo B6AF1 Camundongo NOD ALG-Ba 900-1.000 350 de Vos, 1997
Rato DA Rato Lewis ALG-Ba 5.000 IEQ 54 Omer, 2005
Rato Lewis Rato AO APA 3.500-4.200 103 de Vos, 2003
Cachorro Cachorro Agarose 4.300-11.000 IEQ/kg 21 Tashiro, 1997
Xenotransplante
Rato SD Camundongo Balb/c Agarose 500 79 Tun, 1996
Hamster Rato Wistar Agarose 3000 125 Ohyama, 1998
Porco Cachorro Agarose 4.000-45.000 IEQ/kg 50 Kin, 2002
Rato Wistar Camundongo Balb/c APA 900-1.000 220 Lum, 1992
Porco Primata ndo humano APA 3-7 x 10*¢ 120-804 Sun, 1996
Cachorro Camundongo NOD APA 4x10°-1,2x10° 12 Weber, 1990
Cachorro Camundongo C57BL/6  APA 4x10°-1,2x10° 52 Weber, 1990
Rato Lewis Camundongo NOD APA 1.800-2.000 10 Weber, 1990
Porco Camundongo NOD APA 11.341 +3.293 IEQ 13 Safley, 2005
Rato SD Camundongo C57BL/6 ALG-PMCG 1.000 20-300 Wang, 1997
Rato SD Camundongo NOD ALG-PMCG 1.000 40-180 Wang, 1997
Boi Camundongo Balb/c ALG-Ca 2-4x10° 30-70 Lanza, 1995
Porco Camundongo B6AF1 ALG-Ba 10.000 140° Omer, 2003
Porco Camundongo NOD ALG-Ba 5.000 IEQ 42-184 Duvivier-Kali,
2004
Rato SD Camundongo Balb/c ALG-Ba 1.800 90-270 Schneider, 2005
Homem Camundongo Balb/c ALG-Ba 1.800 115-268 Schneider, 2005

APA: alginato/poli-(L-lisina)/alginato. PMCG: poli-metil-co-guanidina.
% tempo de normoglicemia médio; ® foram utilizado multiplos transplantes; © o estudo foi interrompido neste dia.
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Os excelentes resultados apresentados por Duvivier-Kali e colaboradores (2004), onde
camundongos diabéticos receberam um implante de ilhotas suinas microencapsuladas com ALG-Ba,
provavelmente foram alcancados pelo fato de ter sido utilizado um numero bastante elevado de
ilhotas suinas, 5.000 IEQ por receptor. Entretanto, as primeiras falhas dos enxertos de alguns animais
puderam ser observadas 42 dias apds os implantes terem sido realizados (Duvivier-Kali et al., 2004).
Sabe-se que em xenotransplantes de ilhotas suinas ou humanas, onde os enxertos foram
implantados sob a capsula renal de camundongos diabéticos, sdo necessarias entre 1.000 a 3.000 IEQ
para reverter o diabetes nesses animais (Davalli et al., 1995). As diferencas estruturais entre as
insulinas murinas e as insulinas humana/suina provavelmente sio grandes o bastante para exigir um

aumento na dose de ilhotas xenogénicas implantadas para que a normoglicemia seja atingida.

As ilhotas humanas microencapsuladas em BDTN-Ba se mostraram estdveis e funcionais ao
manterem o estado normoglicémico dos camundogos diabéticos por no minimo 80 dias, impedindo a
rejeicdo xenogeénica. Isto também pode ser confirmado pelos estudos de atividade funcional in vitro
das ilhotas microencapsuladas explantadas. Um indice de secre¢do de insulina superior a 1,2 foi
observado para as ilhotas microencapsuladas explantadas dos animais que receberam ilhotas do
pancreas P08/05. Esse grupo experimental continha 50% dos seus animais ainda normoglicémicos no
momento do explante (apds 83 dias). Contudo, o indice de secrecdo de insulina de ilhotas
microencapsuladas retiradas dos animais que receberam ilhotas do pancreas P05/07 foi inferior a
um. Esse resultado insatisfatério era esperado, uma vez que 100% dos animais desse grupo
apresentavam-se hiperglicémicos no momento em que os implantes foram extraidos (apds 96 dias).
Isto provavelmente ocorreu em decorréncia da constante degranulacdo das células beta em
condicBes de hiperglicemia e de glicotoxicidade (Weir et al., 2001). Nos trés experimentos realizados
com ilhotas isoladas de trés pancreas diferentes as falhas do implante de ilhotas microencapsuladas
observadas em alguns animais tiveram inicio 40, 50 e 80 dias apds a cirurgia, tempos estes iguais ou

superiores aos observados por Duvivier-Kali e colaboradores (2004).
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A andlise comparativa do crescimento celular pericapsular nas microcépsulas explantadas de
animais normo- e hiperglicémicos revelou que a falha dos implantes estava associada a
microcdpsulas com adesdo peri-capsular de células (Figura 29). Setenta por cento das microcapsulas
explantadas dos animais normoglicémicos estavam livres de adesdo celular ou com pouca adesdo,
resultado também observado para microcdpsulas explantadas de animais normoglicémicos no
trabalho de Duvivier-Kali e colaboradores (2004). Ja em animais que se encontravam hiperglicémicos
no momento do explante, 70% das microcdpsulas apresentaram crescimento celular pericapsular. A
auséncia de formacdo de fibrose sobre microcépsulas vazias reforca a hipdotese de uma adesdo
celular desencadeada por células danificadas no interior da microcapsula. O fato das microcapsulas
se encontrarem livres na cavidade peritoneal sem nenhuma vascularizagdo no sitio do implante
resulta em uma limitada fonte de nutrientes e de oxigénio para as ilhotas microencapsuladas, um
microambiente bastante diferente ao encontrado no pancreas, onde as ilhotas encontram-se
fartamente vascularizadas e submetidas a uma elevada tensdo de oxigénio. Este comprometimento
da nutricdo e oxigenacdo das ilhotas pode levar a perda de massa celular com conseqliente perda da
funcdo do implante. No entanto, o fato de alguns implantes resistirem por mais tempo do que outros
pode ser decorréncia de uma adaptacdo satisfatéria por algumas ilhotas as condi¢cbes adversas

apresentadas (Schneider et al., 2005).

A escolha do sitio de implante é um aspecto importante para a sobrevida das ilhotas
microencapsuladas. E necessario levar em considerac3o: a possibilidade de retirada do implante e o
re-transplante, a proximidade de regides vascularizadas (de Vos et al.,, 2002a) e evitar sitios de
implante muito susceptiveis a estresses quimicos e fisicos. Com relacdo as ilhotas pancreaticas
microencapsuladas, a perda da vascularizagdo causada pelo processo de isolamento das ilhotas
interfere com o desempenho funcional e com a longevidade do enxerto, como dito anteriormente. A
opcao do transplante intra-hepatico, proximo a circulagdo, é utilizada no transplante de ilhotas nuas,
porém é invidvel para aplicagdo de ilhotas microencapsuladas devido ao grande volume de
microcdpsulas a ser injetado no paciente. A melhor alternativa encontrada foi, portanto, a cavidade

peritoneal, principalmente por ser um sitio de facil acesso, mas também por permitir o implante de
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um volume consideravel de ilhotas microencapsuladas. Tanto em experimentos em animais quanto
em ensaios clinicos, a cavidade peritoneal foi o sitio de implante mais utilizado. A grande
desvantagem deste sitio estd na sua baixa tensdo de oxigénio, a qual pode ser parcialmente
compensada pela forma esférica da microcdpsula e sua dimensao entre 500 e 700 um, aperfeicoando
o processo de difusdo do gas e minimizando o espago morto entre a célula e a cavidade peritoneal,

respectivamente.

No ano de 2006, Dufrane e colaboradores apresentaram um estudo analisando a influéncia do
sitio de implante para as ilhotas microencapsuladas. Trés sitios foram examinados neste trabalho: a
cavidade peritoneal (CP), o espago subcapsular renal (ESR) e a regido subcutdnea (RS). Este estudo
envolveu a avaliagcdo da estabilidade mecanica e a presenga de adesdo celular sobre microcapsulas
vazias. Também considerou a reversao do diabetes em ratos que receberam implante de ilhotas de
porco microencapsuladas. O sitio CP se mostrou inferior aos outros dois. Os sitios ESR e RS foram
menos traumadticos as microcdpsulas, sendo que cerca de 5% das microcapsulas vazias implantadas
nesses dois Utimos sitios estavam rompidas, em compara¢do com 13% encontradas no CP. A
presenca consideravel de macréfagos, sete dias apds o implante, foi observada apenas nas
microcdpsulas implantadas no sitio CP. Além disso, as ilhotas microencapsuladas implantadas na
regido CP perderam a funcdo apds sete dias, enquanto as implantadas nos outros sitios mantiveram a
funcionalidade por até 30 dias, mantendo a reversdo do diabetes durante esse periodo. E valido
ressaltar que o alginato utilizado nesses experimentos foi o alginato ultrapurificado Pronova®, que
contém 56% de M, e que as microcapsulas foram gelificadas com ions célcio. Além disso, para seres
humanos o implante na cdpsula renal representa um acesso cirurgico desprivilegiado. Por sua vez, o
espaco subcutaneo é muito propenso a choques mecanicos, danosos a estrutura das microcapsulas.
Para equacionar esses problemas, vem sendo estudada a pré-vascularizacdo de suportes solidos e
resistentes, que poderdo ser implantados tanto CP quanto RS. No interior deste suportes, as ilhotas
microencapsuladas ndo so estardo protegidas de choques mecanicos, como estardo muito préoximas

da corrente sanguinea e conseqlentemente melhor oxigenadas e nutridas. Além disso, a
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possibilidade de substituicdo das ilhotas microencapsuladas apds a perda da funcdo do enxerto se

torna muito mais acessivel (de Vos and Marchetti, 2002).

Baseando-se na observagdo de uma falha na secrecdao de insulina in vitro por ilhotas
microencapsuladas explantadas, Duvivier-Kali e colaboradores (2004) assim como Schneider e
colaboradores (2005), concluiram que a perda de células beta apds o transplante nos seus
experimentos foi a principal razdo para a falha na manutencdo da normoglicemia por um periodo
prolongado. Os mecanismos responsaveis pela perda da massa de células transplantadas ndo sado
muito bem definidos, a hipdtese de uma ineficiente prote¢do do sistema imune versus uma

sobrevida limitada das células beta fora do ambiente pancreas foi discutida a seguir.

Como mencionado anteriormente, o DM1 resulta da destruicdo auto-imune das células R das
ilhotas. Uma variedade de teorias acerca da etiologia da auto-imunidade do diabetes ja foi posta a
prova, e nenhuma delas péde ser comprovada ainda. O fato é que a destruicdo auto-imune de ilhotas
transplantadas é uma causa importante da perda da funcdo do enxerto, o que vale tanto para o
transplante de ilhotas isoladas quanto para o transplante de pancreas 6rgdo total. Outro ponto

crucial a respeito da auto-imunidade esta no efeito deletério dos auto-anticorpos (Titus et al., 2000).

Do ponto de vista do microencapsulamento as microcapsulas ndo sé oferecem uma barreira
fisica, impedindo a ativacdo do sistema imune dependente do contato célula-célula, como também
impedem a entrada de anticorpos como mencionado previamente. Entretanto, deve-se chamar a
atencdo para reagdes imunes inevitaveis, relacionadas ao implante, as quais as ilhotas
microencapsuladas podem ser susceptiveis. Um dos eventos inevitaveis é a ativacdo ndo especifica
do sistema imune apds os procedimentos cirdrgicos do transplante. Em decorréncia destes
procedimentos, diversos mediadores inflamatdrios sdo liberados gerando aumento da quimiotaxia
de leucdcitos e conseqiente liberacdo de fatores bioativos tdxicos para as células implantadas (Tang
and Eaton, 1999). Estes fatores sdo as citocinas pré-inflamatorias, tais como IL-1 (Bendtzen et al.,
1986), TNF-a e IFN- y (Campbell et al., 1988). Este evento é observado tanto para o implante de

ilhotas microencapsuladas como de ilhotas nuas (Bendtzen et al., 1986; Campbell et al., 1988).
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A resposta inflamatéria evolui a seguir de acordo com a natureza do que foi implantado. No caso
de ilhotas nuas inicia-se um processo de rejeicdao imune mediado envolvendo vias diretas e indiretas
de apresentacdo de antigenos. Na via direta, as células apresentadoras de antigenos (APC), presentes
nas ilhotas transplantadas, migram para os linfonodos do receptor e ativam células T neste sitio por
apresentarem os antigenos do implante. As células T ativadas retornam a regido do implante e o
destroem (Sutton et al., 1989). Para tanto, essas células precisam expandir em nimero e é neste
ponto que atuam muitas drogas imunossupressoras. Na via indireta, células dendriticas do préprio
receptor migram para a regido do implante e fagocitam peptideos e proteinas do tecido implantado,
incluindo antigenos especificos das células B do doador. Estas células migram até os linfonodos, onde
ativam linfdcitos T, que da mesma forma retornam para destruir o implante (Hegre et al., 1984b).

Em se tratando de ilhotas microencapsuladas os eventos de migracdo de células dendriticas do
implante para os linfonodos sdo barrados pela microcapsula. J& o efeito da resposta imune via
apresentacao indireta de antigenos vem ganhando ateng¢do nos ultimos anos (Orive et al., 2006). As
células APC ao fagocitarem os antigenos, alogénicos ou xenogénicos, provindos do tecido
microencapsulado, iniciam a resposta imune via ativagao de linfécito B com producdo de anticorpos
tecido-especificos (Lanza and Chick, 1997a). A producdo destes anticorpos ndo é considerada
deletéria uma vez que a microcapsula apresenta uma barreira fisica que impede a entrada dos
mesmos. Em contrapartida, associada a producdo de anticorpos estd também a producgdo de
citocinas com efeitos deletérios para o tecido transplantado, por serem capazes de penetrar na
microcdpsula. Felizmente, esforcos combinados tém mostrado que o efeito final das citocinas
liberadas é dependente da combinacdo da presenca de diferentes tipos de citocinas e das suas
respectivas concentragdes 6timas (de Groot et al., 2001; de Vos et al., 2004; King et al., 2000). Além
disso, nos casos de xenotransplante foi demonstrado que as ilhotas xenogénicas possuem receptores
de menor afinidade as citocinas liberadas pelo receptor (de Vos et al., 2006; Piro et al., 2001).

A resposta inflamatéria inevitavelmente observada, dentro de um periodo de duas semanas apds
o transplante, terd seu progresso segundo as propriedades do corpo estranho implantado, ou seja, a

propria microcapsula. Dependendo da caracteristica do material utilizado no microencapsulamento e
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do quanto ele é propenso a adesdo de proteinas em sua superficie, estas células inflamatdrias
recrutadas podem ou ndo aderir a microcdpsula. No entanto, esta resposta ao corpo estranho se
tornou um evento raro apds a aplicacdo do alginato ultrapurificado Pronova®, sobretudo em
microcdpsulas que nao utilizam polications em sua confecgao (de Vos et al., 2006).

Como conseqliéncia de uma minima resposta inflamatéria desencadeada pelas microcdpsulas,
foi observado que alguns macréfagos e fibroblastos permanecem aderidos em até 10% das
microcdpsulas (de Vos et al., 2006). Estes macrofagos, que permanecem aderidos e ativos, podem
dar inicio a um ciclo vicioso e deletério para as ilhotas microencapsuladas implantadas, mantendo
células inflamatdrias ativas dentro e fora das microcdpsulas (Figura 42). Elas produzem as citocinas
pro-inflamatdrias, que permeiam as microcapsulas, e induzem algumas células das ilhotas a
produzirem outros fatores bioativos (MCP-1, IL-1a, IL-1R, IL-6, IL-10, etc) os quais recrutam mais
células inflamatdrias fechando o ciclo (de Vos et al., 2006). Estes eventos podem resultar em uma
perda considerdvel de tecido implantado (de Vos et al.,, 2002a). Uma vez que todo este ciclo de
ativagdo do sistema imune em decorréncia dos eventos associados com a cirurgia nao é
caracteristico de rejei¢cdo ou auto-imunidade, sugere-se fortemente uma intervengao farmacoldgica,
para prevenir a liberagdao de produtos proé-inflamatdrios durante as primeiras duas semanas apds o

implante (de Vos et al., 2006).

Resposta
a0 corpo
estranho

Liberagdode
mediadores
Inflamatdrios

Producdo de moléculas citotdxicas
{ex. IL-1B, N, TNF-ct...)

Figura 42: O ciclo vicioso de ativagdao do sistema imune pode ser iniciado apds a cirurgia em resposta ao corpo
estranho implantado (microcapsula). Células da ilhota microencapsulada sdo ativadas e liberam também
mediadores inflamatérios, fechando o ciclo. (Adaptagdo de (Wilson and Chaikof, 2008)).
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E enquanto os testes clinicos com ilhotas microencapsuladas, nuas e outros tipos celulares
continuam avangando com varidvel sucesso, o evidente funcionamento do implante e a melhora da
saude do paciente motivam a busca por mecanismos que aumentem a sobrevida do enxerto com

estratégias de imunoisolamento cada vez mais eficazes.

5.2. Efeito do veneno do escorpido Tityus serrulatus (TS) sobre células beta pancreaticas

A renovagdo das células B destruidas pelo diabetes mellitus tipo 1 (DM1) através da regeneragdo
ou transplante representa a mais promissora op¢do para a cura dos pacientes portadores dessa
patologia. Esta op¢do enfrenta dois desafios: gerar massa de células em quantidade suficiente e com
capacidade de produzir e liberar insulina em resposta aos sinais fisioldgicos, e proteger estas células
da auto-imunidade recorrente. Todo avango no que diz respeito a esta terapia celular representa
uma vantagem significativa em relacdo ao tratamento por administracdo de insulina, que é
comumente utilizado (Efrat, 2008a).

Durante a embriogénese do pancreas, as células enddcrinas sdo geradas a partir de uma
populacdo de células pancreaticas progenitoras. Estas células progenitoras, em estagios recentes do
desenvolvimento, recebem multiplos sinais simultaneamente, sendo alguns mitogénicos e outros
indutores de diferenciacdo. Estes sinais extrinsecos sdo interpretados através de um mecanismo
intrinseco que, ou compromete a célula progenitora a entrar no ciclo celular, ou a tira do ciclo celular
para se diferenciar (Artavanis-Tsakonas et al., 1999; Gradwohl, 2006; Servitja and Ferrer, 2004;
Wilson et al., 2003). As células enddcrinas que se diferenciam a partir das células progenitoras sdo
pds-mitéticas, tendo sido demonstrado que uma populacdo de células progenitoras persiste através
da embriogénese para permitir a diferenciagdio de novas células enddcrinas na sua fase mais
avancada (McEvoy and Madson, 1980a; McEvoy and Madson, 1980b). No periodo pds-natal recente
sdo observadas altas taxas de proliferacdo de células B levando a um aumento consideravel de sua
massa (Bernard-Kargar et al., 2001; Hellerstrom and Swenne, 1991; Swenne, 1982). Entretanto, nos
animais adultos, a expansdo da massa de células B diminui consideravelmente (Figura 43). A taxa de

expansdo destas células é governada pelo nimero de novas células B formadas em relagdo ao
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numero de células B que morrem. A questdo é: durante a fase adulta as células B se auto-renovam
ou é necessaria a presencga de células progenitoras para repor as células B que morrem? Um numero
consideravel de observacgées, incluindo tanto a prevaléncia de células ductais hormonio-positivas,
quanto a proximidade de ilhotas dos ductos, tem levado a idéia de que pode ocorrer alguma
diferenciacao de células ductais em células enddcrinas. Além disso, a diferencia¢do de células ductais
a partir de uma suposta célula progenitora, algumas vezes referida como “neogénese” (Bonner-Weir,
2000a; Bonner-Weir, 2000b), tem sua ocorréncia sugerida em animais neonatos (Finegood et al.,
1995; Hellerstrom et al., 1988), existindo alguns estudos que demonstraram a incidéncia aumentada
de células ductais diferenciadas em modelos de injuria pancreatica (Bonner-Weir et al., 1993; Gu and
Sarvetnick, 1993). Em contrapartida, Melton e Dor tém avaliado o valor da contribuicdo da
diferenciacdo de células ductais em novas células 8, e tém demonstrado que a maioria das células 8 é
originada de células B pré-existentes (Dor et al., 2004). Trabalhos ainda mais recentes evidenciaram
que as células R adultas sdo as principais contribuintes para o crescimento da ilhota e sua
manutenc¢do (Brennand et al.,, 2007; Teta et al., 2007). O trabalho do nosso grupo de pesquisa
demonstrou ainda que cultura primdria de células B humanas apds estimulo com prolactina e
laminina também proliferam in vitro (Labriola et al., 2007a; Labriola et al., 2007b). Apoiados nestas
evidéncias, optamos por tratar células B adultas com veneno de escorpido visando a identificacdo de
fatores capazes de induzir a proliferagdo dessas células, in vitro.

i nod Durante a embriogénese as
Embriogénese — g
células betas derivam de células

progenitoras pancredticas

\
Fase Neonatal ‘/
Rapido crescimento do nimero de
/ células betas durante a fase neonatal
a partir de células beta progenitoras
Ny > p progi

Vida Adulta
Durante a fase adulta existe um taxa
baixa de proliferacdo de células betas .
Muitas das células betas estdo em
senecessencia.

Figura 43: AlteragBes da capacidade proliferativa da célula B durante a embriogénese, a fase neonatal e na vida
adulta. (Adaptacdo de (Dhawan et al., 2007)).
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A idéia de expandir in vitro a populagdo de células 3 humanas adultas pode ajudar a solucionar o
problema relacionado a limitada fonte de ilhotas, além de prover vantagens imunogénicas no que diz
respeito ao xenotransplante. A busca por fatores celulares e humorais que promovam a proliferagdo
de células B adultas é um grande desafio que ainda n3o foi sobrepujado.

Relatos na literatura mostram efeitos de indugdo de nesidioblastose e hipoglicemia cronica em
animais que receberam veneno do escorpido do género Tityus (Novaes et al., 1990a). Outro trabalho
demonstrou a ocorréncia de efeitos mitogénicos sobre células B de ilhotas de rato tratadas, in vitro,
com o extrato bruto do veneno (Luca et al., 2003). Pouco se sabe sobre os mecanismos moleculares
induzidos por estes venenos que resultam em mudangas morfoldgicas e funcionais nas células B das
ilhotas, a ndo ser pelos conhecidos efeitos sobre a permeabilidade de canais i6nicos (Rodriguez de la
Vega and Possani, 2005) que podem influenciar vias metabdlicas destas células e a resposta
fisiolégica de liberagao de insulina (Goncalves et al.,, 2003; Marangoni et al., 1995; Novaes et al.,
1982; Sankaran et al., 1983).

Esta Tese ndo teve o objetivo de elucidar os mecanismos moleculares induzidos pelo veneno,
mas comprovar a presenga de efetores no veneno com potencial mitogénico e com competéncias
fisioldgicas sobre células B sem apresentar toxicidade significativa.

Neste estudo foi possivel comprovar que o extrato bruto do veneno de T. serrulatus (fragao SVC)
aumenta significativamente o indice mitético das células de insulinoma de rato da linhagem RINm5F
(Figura 31). Além disso, foi possivel atestar a presenca desta atividade em fragGes de baixa massa
molecular (<10 kDa) (Figura 32). Apés um fracionamento mais preciso dos componentes do veneno,
identificou-se uma fragdo ativa, que ainda devera ser caracterizada (Figura 35 e 37).

Além da atividade mitdtica encontrada, foi possivel comprovar, através de ensaios de
viabilidade celular (MTT), a auséncia de uma agdo citotéxica do SVC sobre células RINm5F (Figura
33). A auséncia da toxicidade sobre células B de ilhotas humanas também foi comprovada através do
ensaio de secrecao de insulina durante a incubagdo com baixa e alta concentragdo de glicose. O

desempenho funcional das ilhotas tratadas com a fra¢do ativa do veneno, avaliado pelo ensaio de
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secregdo de insulina, foi melhor do que o desempenho de ilhotas ndo tratadas (Figura 38). Este efeito
estimulatdrio da secrecdao de insulina também foi observado em ilhotas de rato tratadas com o
extrato bruto do veneno do escorpido T. bahiensis em um trabalho prévio (Luca et al., 2003).
Goncalves e colaboradores (2003) e Marangoni e colaboradores (1995) também ja demonstraram
este efeito indutor de secregdo de insulina em células B incubadas com glicose. No entanto, nestes
trabalhos as células foram tratadas com uma toxina, a TsTx-V, isolada do veneno de T. serrulatus. Foi
demonstrado que TsTx-V estende o periodo de despolarizagdo da membrana da célula B e aumenta
a duragdo da atividade elétrica na fase ativa, potencializando a secre¢do de insulina nestas células.
TsTx-V aumentou a secregao de insulina da ordem de duas vezes, enquanto a fracdo ativa com a qual
trabalhamos aumentou essa secre¢do da ordem de 1,3 vezes. Além de melhorar o desempenho das
células B das ilhotas, a fragdo ativa que purificamos a partir do veneno de TS também aumentou,
significativamente, a expressao do mRNA para insulina e do mRNA para o gene de proliferacdao PCNA.
Estes ultimos resultados reforcam, portanto, a idéia de que a fragdo ativa do veneno ndo sé leva a
proliferacdo de células B como mantém estas células preparadas para uma resposta fisioldgica
apropriada com respeito a liberacdo de insulina.

Os extratos brutos de venenos de escorpides sdo misturas complexas de moléculas, muitas das
quais sdo peptideos curtos que desempenham diversas atividades bioldgicas. Tem-se estudado
bastante os alvos farmacoldgicos dos constituintes destes venenos que, além de modular canais
idnicos, vem sendo implicados em nimero crescente de outras atividades bioldgicas como: analgesia,
atividade antibiédtica, atividade inseticida e modulagdo do sistema imune. Essas descobertas tém
elevado o interesse biotecnoldgico e farmacoldgico sobre os venenos e seus componentes (Panyi et
al., 2006; Possani et al., 2000; Rodriguez de la Vega and Possani, 2004; Rodriguez de la Vega and
Possani, 2005). Estima-se que existam mais de 1.500 espécies de escorpides no mundo e cerca de
100.000 compostos moleculares diferentes nestes venenos (Possani et al.,, 1999). Analises
moleculares por espectrometria de massas tém demonstrado uma elevada semelhanca entre os

constituintes dos venenos dos escorpides do género Tityus (Batista et al., 2007).
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Apesar das necessarias investigacGes futuras com respeito a atividade da fracdo ativa do veneno
com a qual trabalhamos, os resultados obtidos demonstram que a atividade mitética nas células 3
adultas pode ser alterada e possivelmente com potenciais beneficios para o desempenho funcional

dailhota.



6-Conclusoes 1109

6. Conclusoes

Esta Tese fornece a primeira evidéncia de que ilhotas humanas podem ser eficientemente
microencapsuladas com um biomaterial (Biodritina®), composto de alginato e sulfato de condroitina,

gelificado com ions de bario ou de calcio, sem a necessidade de adicdo de polications;

O alginato da Sigma purificado (ASP) mostrou-se improéprio para a utilizacdo no
microencapsulamento por apresentar conteudo elevado de contaminantes (polifendis, endotoxinas e
proteinas), enquanto o alginato ultrapurificado (AUP) possui as caracteristicas ideais para o

microencapsulamento de células e tecidos;

Dentre as diferentes formulacGes de biomateriais avaliadas, as microcdpsulas confeccionadas
com bario-Biodritina apresentaram o melhor desempenho em testes fisico-quimicos de estabilidade

mecanica, osmotica e térmica;

As microcapsulas de bario-Biodritina mantiveram sua morfologia e estabilidade estrutural apds
permanecerem 30 dias na cavidade peritoneal de camundongos, conforme demonstrado por

microscopia eletrénica de varredura (MEV);

A andlise histoldgica mostrou que as microcdpsulas de bario-Biodritina nao estimularam a adesao
celular durante os 30 dias em que permaneceram implantadas na cavidade peritoneal de

camundongos;

As microcapsulas de bario-Biodritina sdo permeaveis a proteinas com massa molecular de até 70
kDa, enquanto as microcapsulas de calcio-Biodritina permitem a passagem de proteinas de até 100

kDa;

As microcdpsulas de bario-Biodritina fornecem imunoprotecdo mais eficiente a ilhotas de rato

microencapsuladas do que as microcapsulas de célcio-Biodritina, conforme demonstrado através de
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ensaios de co-cultivo com macréfagos peritoneais, que foram ativados apenas pelas ilhotas

microencapsuladas com célcio-Biodritina;

Ilhotas humanas microencapsuladas com bario-Biodritina mantém viabilidade e funcdo idénticas
as ilhotas nuas, conforme observado em experimentos in vitro de secrecdo de insulina induzida por

glicose;

A prova de conceito do biomaterial, realizada através do xenotransplante de ilhotas humanas
microencapsuladas em bdrio-Biodritina em camundongos com DM1 induzido pela estreptozotocina
mostrou que a hiperglicemia dos animais diabéticos foi corrigida pelo implante por um periodo
superior a 60 dias. Durante este periodo o teste oral de tolerdncia a glicose mostrou-se normal,
demonstrando a completa funcionalidade e eficiéncia das ilhotas microencapsuladas com bario-

Biodritina;

Foi obtida uma fracdo do veneno do escorpido Tityus serrulatus que possui atividade proliferativa

sobre células de insulinoma de rato RINm5F;

A fracdo ativa do veneno de escorpido Tityus serrulatus também eleva o indice de secrecdo de
insulina e induz um aumento na expressao dos mRNAs de insulina e PCNA em ilhotas humanas

isoladas.
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