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RESUMO

A encapsulacao celular é uma estratégia proposta para o tratamento de
diversas doencas por fazer a localizacdo, a manutencdo e o controle da
entrega de produtos terapéuticos in vivo. Esta tecnologia é capaz de
proteger as células imobilizadas em seu interior da resposta imunolégica do
hospedeiro, ao mesmo tempo que permite a entrada de nutrientes e
oxigénio e a saida de produtos terapéuticos e excre¢bes celulares. A
permeabilidade, a biocompatibilidade e a capacidade imunoprotetora da
capsula sdo essenciais para seu bom funcionamento. Este trabalho buscou
avaliar a capacidade de liberacdo de produtos terapéuticos pelas
macrocapsulas de fuoreto de polivinilideno modificado (mMPVDF) e a
sobrevivéncia e proliferacdo das células encapsuladas in vitro, além da
biocompatibilidade do material in vivo. Para isso, células da linhagem BHK
modificadas geneticamente para superexpressar o gene IDUA (rBHK)
foram microencapsuladas, macroencapsuladas ou cultivadas livremente
durante 24h, apds as quais foi medida a atividade enzimatica no meio para
comparar a eficiéncia de liberagdo nos trés grupos. Foram encapsuladas
2x10°, 2x10° ou 2x10° células rBHK em macrocapsulas e estas foram
cultivadas por 7 ou 14 dias para observar a proliferacdo e sobrevivéncia
das células na macrocapsula e determinar a concentragcao a ser usada in
vivo. Como estudo piloto, foram implantadas trés macrocapsulas em um
camundongo C57/BL6 (um implante intraperitoneal, um subcutaneo e um
intramuscular) para observar a reacao inflamatoria por andlise histoldgica e
sua influéncia na liberacdo da enzima. N&o foi encontrada diferenca

significativa na liberagdo enzimatica entre as macrocapsulas e as



microcapsulas. A concentracéo celular mais adequada encontrada foi 2x10°
células por macrocépsula, j& que concentracdes maiores parecem afetar a
sobrevivéncia celular e a liberacdo da enzima. Na analise histoldgica foi
observada reacéo inflamatoria contra corpo estranho e formacéo de fibrose.
Um defeito de fabricacdo da macrocapsula utilizada permitiu a passagem
de células do sistema imunoldgico, que reagira contra as células
implantadas, afetando a liberagdo da enzima. Os testes in vitro indicam
gue as macrocapsulas podem ser uma estratégia viavel para o tratamento
de diversas doencas, entretanto os ensaios devem ser repetidos com
macrocapsulas integras, as quais devem ser testadas em um namero maior

de animais.
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1. INTRODUCAO

1.1 Mucopolissacaridose Tipo I:

A Mucopolissacaridose do tipo | (MPS I) é uma doenc¢a de depdsito
lisossbmico de heranca autoss6mica recessiva caracterizada por uma
deficiéncia na atividade da a-L-iduronidase (IDUA - EC 3.2.1.76), enzima
responsavel pela clivagem do acido a-L-idurbnico terminal nos
glicosaminoglicanos (GAG) heparan sulfato e dermatan sulfato. Tal
deficiéncia leva ao acumulo dessas substancias nos lisossomos resultando
em disfun¢des multissistémicas (1,2) .

A MPS | apresenta um espectro fenotipico que inclui desde
manifestaces clinicas leves a graves, sendo subdividida em trés formas:
Hurler (OMIM #607014), Hurler-Scheie (OMIM #607015) e Scheie (OMIM
#607016). A sindrome de Hurler, que afeta 1 a cada 100.000 nascidos vivos
apresenta sintomas com maior gravidade. A sindrome de Scheie atingindo 1
a cada 800.000 nascidos vivos (1) é a forma mais leve da doenca e a
sindrome de Hurler-Scheie possui manifestacdes intermediarias (3). Os
sintomas comuns da doenca incluem dificuldade respiratoria e infec¢bes de
repeticdo das vias aéreas, apnéia obstrutiva do sono, doenca cardiaca
valvular e coronariana, hepatoesplenomegalia, disfun¢des gastrintestinais,
desaceleracdo do crescimento, disostose multipla, artropatia, sindrome do
tinel do carpo, opacificacdo da cérnea, retinite pigmentosa, perda auditiva,
hipertrofia dos alvéolos dentérios, hidrocefalia comunicante, retardo e

degeneracdo mental (somente na sindrome de Hurler), agitacdo e



hiperatividade (4). A sobrevida dos pacientes vai até a primeira década de
vida nos casos graves, enquanto os que apresentam a forma atenuada da
doenca chegam a adolescéncia ou a vida adulta, porém com morbidade
significativa (5).

A conduta aplicada atualmente aos pacientes inclui tratamento
multidisciplinar dos sintomas (fisioterapia, cirurgias, suplementacdo de
oxigénio) e tratamentos especificos para a causa da doenca, que incluem
Terapia de Reposicdo Enzimética (TRE) e Transplante de Células-Tronco
Hematopoéticas (TCTH). O TCTH, se realizado precocemente, é capaz de
aliviar a maior parte dos sintomas da forma grave da doenca, alcan¢gando
inclusive o6rgaos de dificil acesso como o Sistema Nervoso Central (SNC) e
0sso0s, sendo capaz de melhorar o desempenho neurocognitivo, aumentar a
velocidade de crescimento e prevenir problemas cardiacos (6). Entretanto, o
procedimento possui alto risco de morbidade e mortalidade devido a rejei¢cao
ou doenca do enxerto contra o hospedeiro (DECH) e seu uso tem sido
preterido em favor da TRE sempre que disponivel (7).

Na TRE ocorre a infusdo intravenosa da enzima a-L-iduronidase
recombinante, a Laronidase (Aldurazyme; Genzyme Corporation,
Cambridge, Massachusetts). A enzima é internalizada pelas células através
do receptor de manose-6-fosfato, evitando o acimulo de
glicosaminoglicanos nos lisossomos (8). Tal terapia tem capacidade de
diminuir a hepatomegalia, melhorar a funcdo respiratéria, aumentar a
amplitude de movimento das articula¢des, diminuir a hipertrofia ventricular,
melhorar o crescimento e a qualidade de vida em geral. Por outro lado, a

Laronidase é incapaz de atravessar a barreira hematoencefélica e alcancar



0S 0ss0s e articulacdes, ndo tendo efeito sobre os sintomas neurocognitivos,
0sseos e articulares. (3).

Além disso, a TRE ainda € uma terapia de alto custo, sendo que os
valores gastos anualmente variam de R$ 150.000,00 a R$ 300.000,00 por
paciente (9). Somado o fato da administracdo da enzima ter de ser realizada
semanalmente, ha dificuldade na adesdo por parte dos pacientes ao
tratamento, que muitas vezes necessitam se deslocar a grandes distancias

para receber a infusdo da enzima.

1.2 Terapia Génica

A fim de superar as limitagBes dos tratamentos acima descritos, varias
estratégias inovadoras desenvolvidas pela comunidade cientifica tém sido
estudadas quanto a sua possivel aplicacéo ao tratamento da MPS I. Dentre
elas esta a terapia génica (10, 11)

A terapia génica consiste na correcdo de um defeito genético através
da insercdo de um gene funcional capaz de corrigir ou substituir o gene
defeituoso na célula, de modo a expressar ou bloquear a expressao de uma
proteina de interesse, revertendo o fenotipo patolégico (12). Estudos clinicos
nessa area tém abordado cancer, doencas infecciosas, doencas genéticas
mendelianas e doencas comuns complexas (13). A inser¢cdo do material
genético pode ser feita de trés maneiras: utilizando vetores virais, vetores
ndo virais ou néo utilizando vetores.

Os vetores virais mais usados nos estudos de transferéncia génica

sdo adenovirus, retrovirus, herpes simplex virus, além dos virus adeno-



associados e lentivirus, que tem sido maior foco dos estudos clinicos. (14,
15). Vetores virais sdao muito eficientes para a transferéncia génica,
entretanto trazem sérios riscos, como possibilidade de mutagénese
insercional, resposta inflamatdria aguda e respostas humorais e celulares
tardias. (16, 17). J& vetores ndo virais S80 mais seguros, mas com menor
eficiéncia na transferéncia. Estes utilizam compostos sintéticos ou naturais,
ou ainda forcas fisicas para transferir o material genético para dentro da
célula. Uma abordagem utilizada para a transferéncia génica é simplesmente
a injecao direta do plasmideo no tecido, chamada naked DNA. Dessa forma,
0s materiais utilizados na terapia ndo viral sdo menos téxicos e
imunogénicos que o0s vetores virais, mais faceis de produzir, podem ser
tecido-especificos e podem ser aplicados repetidamente. Entretanto séo
geralmente menos eficazes e tem expressédo de curta duracdo (18).

Alguns estudos tém sido conduzidos nessa area com o objetivo de
ultrapassar a BHE e reverter os sintomas neurais das mucopolissacaridoses,
obtendo relativo sucesso. Uma Unica injecdo dos vetores adenoassociado
tipo 2 (rAAV2) ou 5 (rAAV5) carregando o gene recombinante da IDUA no
nacleo estriado de camundongos com MPS | foi capaz de reverter as
condi¢Bes neuropatoldgicas desses animais (19). Traas e colaboradores (20)
foi capaz de corrigir as manifestaces clinicas no modelo canino de MPS |
através da inje¢éo intravenosa neonatal de vetores retrovirais, inclusive os
sintomas do SNC; o mesmo resultado também foi encontrado em modelo
murino da doenca (21, 22). A injecao intraencefdlica de vetores AAV5 em
modelo canino de MPS | sob imunossupressdo foi associada a ampla

dispersao do genoma do vetor, prevencdo do acumulo de GAG e reducédo da
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neuropatologia (23). Entretanto, existem relatos de formacdo de tumores
devido a insercdo do transgene ao genoma, além da toxicidade do produto
superexpresso as células receptoras, o que ja foi descrito em outras

doencas (24).

1.3 Terapia Celular

O transplante de células para restabelecer fun¢des de o6rgdos e
tecidos danificados é uma alternativa estudada para o tratamento de
diversas patologias. Especialmente as células-tronco, que tem a capacidade
de migrar, se diferenciar e regenerar, seriam capazes tanto de entregar
produtos terapéuticos em longo prazo, quanto de reparar o parénquima
lesado na doenca. Aliando-se a terapia génica & terapia celular é possivel
modificar células para que superexpressem um produto terapéutico.

Um exemplo €é o transplante autdélogo de células-tronco
hematopoiéticas geneticamente modificadas. Nessa abordagem, células da
medula 6ssea do paciente sdo modificadas para superexpressar a enzima
lisossébmica deficiente no individuo afetado, sendo capazes de fazer a
reposicéo desse produto sem a necessidade de ablagédo da medula 6ssea e
sem risco de DECH (25). Entretanto, modelos animais demonstraram que ha
silenciamento do transgene sem a selecdo positiva e substituicdo das
células modificadas por repopulacdo da medula remanescente (26).

Aplicada as doencgas lisossémicas, a fim de reverter os danos
neuroldgicos da Mucopolissacaridose tipo VII, Kosuga e colaboradores (27)

implantou células epiteliais amnidticas de rato modificadas para
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superexpressar (3-glucuronidase no corpo estriado do modelo murino de
MPS VII. Foi observada diminuicdo do acumulo lisossémico nos neurbnios
nas areas de implantagdo. Da mesma forma, outro trabalho demonstrou que
a aplicacdo de células modificadas geralmente requer algum grau de
supressdo do sistema imunolégico e a expressado do transgene é de dificil

manutencao (28).

1.4 Encapsulagéo Celular

Com a finalidade de evitar a aplicacdo de imunossupressores ou a
necessidade da utilizacdo de células autdlogas, foi desenvolvida a tecnologia
de encapsulacao celular. Esta tecnologia consiste em imobilizar células em
membranas semipermeaveis, as quais permitem o fluxo de pequenas
moléculas essenciais para a manutencdo da viabilidade celular, como a
entrada de oxigénio e nutrientes e a saida de metabalitos toxicos e produtos
terapéuticos, ao mesmo tempo em que barram o acesso do sistema

imunolégico as células transplantadas (29).

1.4.1 Microencapsulacéo

Em 1964, Thomas M. S. Chang (30) desenvolveu a tecnologia de
microencapsulacdo e propds seu uso para a reposicdo enzimatica em
doencas genéticas. A partir de entdo, microcapsulas tém sido aplicadas a
diversos propésitos além do transplante de células, como a producdo de

moléculas bioldgicas em larga escala pela indUstria biotecnolégica (31), no
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cultivo de células, podem ser utilizadas como arcabouco (32), para producao
de 6rgao artificiais (33), ensaios de citotoxicidade (34), entre outros.

Diversos polimeros naturais e sintéticos tém sido estudados para a
fabricacdo de microcdpsulas. Os hidrogéis sdo mais utilizados devido a
caracteristicas como umidade e maleabilidade, o que diminui a irritacdo
mecanica do tecido adjacente, hidrofilicidade, que minimiza a adsorcao de
proteinas e adeséo celular, e alta permeabilidade a metabdlitos e nutrientes
de baixo peso molecular (35).

A biocompatibilidade é uma caracteristica critica para a escolha do
material utilizado para a encapsulacdo e dela depende o sucesso do
transplante. O alginato de sddio é o biomaterial mais utilizado devido a sua
abundancia, facilidade de gelificagcao e aparente biocompatibilidade. Trata-se
de uma familia de exopolissacarideos existentes na matriz extracelular de
algas marrons e algumas bactérias. E composto por residuos de acidos 1,4-
D-manurénico (M) e 1,4-L-gulurbnico (G) que formam blocos M, G ou se
intercalam produzindo blocos MG em diversas propor¢cbes e padrbes de
ligagdo que dependem da fonte de onde foram extraidos. (36) O alginato
geralmente € complexado com outros materiais principalmente o polication
poli-L-lisina, para aumentar seu isolamento do sistema imunoldgico.

Colageno, quitosana, agarose, acido hialurénico e polietilenoglicol sao
exemplos de outros biomateriais utilizados. A quitosana e o 4cido hialurénico
sdo degradados por enzimas enddgenas, o que limita seu uso ao transplante
de células heterdlogas (35).

Como estratégia terapéutica, as microcapsulas tém sido aplicadas no

tratamento de diversas doencas como: diabetes (37), regeneracdo de 0sSs0s
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e cartilagens (38, 39), doencas neurolégicas como Huntington (40),
Parkinson (41) e lesdo de medula espinhal (42), cancer (43, 44), doencas
cardiacas (45), dor neuropatica crbnica (46), faléncia hepética (47) e anemia
(48). Para doengas mendelianas classicas, como as doencgas lisossémicas, o
implante de células encapsuladas funciona como uma estratégia similar a
reposicao enzimatica. Lagranha e colaboradores (49) constatou que células
BHK (Baby Hamster Kidney) superexpressando arilsufatase A (ARSA, EC:
3.1.6.8) e microencapsulas em alginato possuem a capacidade de reverter a
deficiéncia enziméatica de ARSA em cultura de fibroblastos extraidos de
pacientes com Leucodistrofia Metacromatica (OMIM #250100). Um
experimento parecido foi conduzido para o tratamento da doenca de Fabry
(OMIM #301500), obtendo sucesso na diminuicdo do acumulo lisossémico
nos fibroblastos de pacientes afetados (50). Para as mucopolissacaridoses,
as microcapsulas ja foram utilizadas para a entrega de p-glucuronidase
(GUSB), enzima defeituosa na MPS VII, tanto para corrigir o acumulo
visceral com implantes intraperitoniais (51), quanto para corrigir o acamulo
no SNC (52, 24). No ultimo caso, células epiteliais amnidticas humanas
superexpressando GUSB foram encapsuladas e implantadas diretamente no
corpo estriado de modelo murino da doenca. Foi possivel detectar aumento
da atividade de GUSB no parénquima cerebral sete dias apds o implante das
capsulas (24).

Para a MPS II, foram implantadas microcdpsulas de alginato-poli-I-
lisina-alginato (APA) contendo mioblastos superexpressando iduronato-2-

sulfatase no peritbnio de camundongos knockout para o gene Idua. O
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tratamento foi capaz de diminuir o acumulo de GAG detectados no figado,
rins e bago, oito semanas apds a implantacao (53).

Para o tratamento de MPS |, as microcapsulas se apresentaram
capazes de diminuir o acimulo de GAG em fibroblastos de pacientes in vitro
(54). Barsoum et al. (55) implantou células de rim canino Madin-Darby
geneticamente modificadas superexpressando IDUA microencapsuladas em
APA diretamente no encéfalo de caes com a deficiéncia enzimética. Houve
resposta inflamatéria extensa tanto no local do implante como nos tecidos
adjacentes a incisdo. Foram detectados baixos niveis de enzima em
algumas regides do encéfalo.

Nosso grupo tem avaliado o tratamento de camundongos MPS |
(knockout para IDUA) com células microencapsuladas implantadas na
cavidade intraperitonial (56). As células encapsuladas sdo BHK
recombinantes (rBHK) superexpressando o gene IDUA humano. Esta
estratégia foi capaz de reduzir a excre¢@o de GAG na urina em curto prazo.
No entanto, os resultados ainda séo inferiores aos obtidos com a TRE. Isto
pode estar acontecendo devido a fatores como a falha na liberagdo da
enzima pela formagdo de fibrose ao redor das capsulas, ja que uma
pequena resposta inflamatoria do tipo corpo-estranho e presenca de fibrose
nos locais dos implantes foi constatada por de Carvalho (57). Uma fibrose
extra-capsular poderia ser responsavel pela diminuicdo da liberacdo da
enzima para o meio exterior. Além disso, Lagranha e coloaboradores
implantaram as células rBHK na cavidade intraperitonial de camundongos
MPS | e verificou que apés 15 dias de implante as células encapsuladas

recuperadas da cavidade peritoneal e mantidas em cultura tiveram uma
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atividade média de 20,38 nmol/h/ml de meio, ja quando despolimerizadas a
média da atividade passou para 67,18 nmol/h/mL (dados n&o publicados).
Somados, esses resultados demonstram que a formacéo da fibrose parece
ser responsavel pela baixa liberacao da enzima aos camundongos.

Ainda assim, a imobilizacdo de células parece ser uma alternativa
bastante promissora no tratamento das doencas lisossodmicas, uma vez que
simula a TRE, sem a necessidade de inje¢cbes semanais, pois as células
produzem a enzima durante todo o periodo em que estiverem viaveis.
Entretanto, para esta terapia se tornar aplicavel sdo necessarios maiores
estudos visando diminuir a resposta imunolégica gerada ao biomaterial,

possibilitando melhora na liberacdo da enzima.

1.4.2 Macroencapsulacéo

As macrocapsulas, como o nome sugere, sd0 maiores e possuem
uma relacao volume-superficie menor quando comparadas as microcapsulas
e sao de facil manipulacdo. Sao encontradas mais comumente na forma de
fiboras ocas, sendo as células infundidas em seu limen e as duas
extremidades seladas, ou ainda na forma de membranas planas ligadas a
um espacador criando um compartimento de encapsulacao.

As macrocapsulas séo feitas de materiais semipermeaveis, dependem
dos mecanismos homeostaticos do hospedeiro para a sustentacdo das
células imobilizadas no seu interior, sendo a transferéncia de solutos através
da membrana baseada em gradientes de concentracdo. Quanto maior o

tamanho do dispositivo, mais dificil se torna a difusdo das moléculas através
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da membrana (29). Os implantes podem ser classificados de acordo com
sua associacdo ao sistema vascular como intravasculares, quando sdo
anastomosados a algum vaso do hospedeiro, ou extravasculares, quando
dependem da formac&o de novos vasos na interface da membrana com o
hospedeiro para manter a viabilidade das células encapsuladas (29).

Os materiais aplicados na fabricacdo desses dispositivos se baseiam
geralmente em poli cloreto de vinila-acrilonitrila (PAN-PVC) ou
polietersulfona (PES) (58) e de fluoreto de polivinilideno modificado
(mPVDF) (59). As membranas de mPVDF s&o hidrof6bicas e resistentes a
solventes orgénicos, acidos e bases aquosos. Seus poros permitem a
passagem de moléculas com até 500.000 Daltons. Podem ser autoclavadas
e seladas por calor sem afetar sua funcionalidade ou tamanho dos poros.
(manual do fabricante).

As macrocapsulas ja foram aplicadas na cultura de células, como
biorreatores (60), para mimetizar a barreira hematoencefalica in vitro (61),
em pesquisas sobre cancer (62), no transplante de ilhotas pancreaticas para
o tratamento de diabetes mellitus insulina-dependente (63), no tratamento de
doencas neurodegenerativas (64) e na entrega de eritropoetina em modelo
de anemia (65).

Bloch e colaboradores realizaram um ensaio clinico de fase | no qual
microcdpsulas contendo células BHK geneticamente modificadas foram
macroencapsuladas em mPVDF para produzir fator neurotrofico ciliar
(CNTF). As macrocépsulas foram implantadas no corpo estriado de
pacientes com Doenca de Huntington, sendo trocada a cada 6 meses por

um periodo de 2 anos. Todos 0s pacientes permaneceram estaveis e alguns
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mostraram melhora no estado eletrofisiolégico. Entretanto, 13 das 24
macrocapsulas recuperadas ndo foram capazes de liberar quantidades

significativas do fator (59).
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2. JUSTIFICATIVA

A encapsulacédo celular é uma estratégia muito promissora para fazer
a entrega continua de produtos terapéuticos em longo prazo inclusive em
locais de dificil acesso aos tratamentos convencionais como o0 Sistema
Nervoso Central. Por esses motivos, sua aplicacdo no tratamento de
doencas de depdsito lisossdmico tem sido pesquisada ativamente pelo
Centro de Terapia Génica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. As
pesquisas até agora desenvolvidas com microcapsulas de alginato de calcio
em modelo murino de MPS | foram capazes de produzir um fenoétipo
intermediario, uma vez que a resposta inflamatéria e formacao de fibrose ao
redor das microcapsulas tém impedido uma liberacdo mais eficiente do
produto. Uma das alternativas para resolver esse problema € a utilizacéo de
um material com maior biocompatibilidade, como as macrocapsulas de
mPVDF, para que a reacao imunitaria ndo prejudique a entrega do produto
terapéutico. Antes da aplicacdo destas para o tratamento da doenca, é
necessaria uma avaliacdo do comportamento de proliferagéo, sobrevivéncia
e liberacdo de produtos terapéuticos pelas células macroencapsuladas in
vitro e a influéncia da resposta inflamatéria sobre esses aspectos in vivo, ja

gue esses aspectos ainda ndo foram estudados para este dispositivo.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizar, in vitro, a viabilidade, a cinética de proliferacdo celular
e a liberagdo da enzima IDUA por células da linhagem BHK recombinantes
imobilizadas em macrocdpsulas de mPVDF e, caracterizar in vivo a

biocompatibilidade destas macrocépsulas.

3.2 Objetivos especificos

- Comparar, in vitro, a liberagdo da enzima IDUA pelas células

macroencapsuladas, microencapsulas e células livres em 24h de cultivo.

- Avaliar, in vitro, a proliferacdo, viabilidade e liberacdo enzimatica das
rBHK macroencapsuladas nas concentracdes de 2x10°, 2x10° e 2x10’
durante 7 e 14 dias e determinar por meio destes ensaios a concentragdo

celular a ser usada in vivo.

- Avaliar, in vivo, a ocorréncia de reacgéo inflamatéria e formacdo de
fibrose apdés implante em camundongos C57BI/6 em trés sitios de

implantacéo: subcutaneo, misculo vasto-medial e intraperitoneal.

- Comparar a influéncia na viabilidade e liberagdo enzimatica das células

macroencapsuladas nos trés sitios implantados.
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(Trabalho a ser submetido ao periddico Artificial Organs)

Resumo

7

A encapsulacdo celular é uma tecnologia capaz de proteger as
células no interior de capsulas, prevenindo a resposta imunoldgica do
hospedeiro, ao mesmo tempo que permite a entrada de nutrientes e oxigénio
e a saida de produtos terapéuticos e excrecdes celulares, sendo proposta
para o tratamento de diversas doencas. A permeabilidade, a
biocompatibilidade e a capacidade imunoprotetora sdo essenciais para seu
bom funcionamento. Este trabalho buscou avaliar a capacidade de liberacao
de produtos terapéuticos pelas macrocapsulas de mPVDF, a sobrevivéncia e
proliferacdo das células encapsuladas in vitro, e a biocompatibilidade do
material in vivo. Para isso, células da linhagem BHK superexpressando o
gene IDUA (rBHK) foram microencapsuladas, macroencapsuladas ou
cultivadas livremente durante 24h, apdés as quais foi medida a atividade
enzimatica para comparar a eficiéncia de liberacdo nos trés grupos. Foram
encapsuladas 2x10°, 2x10° ou 2x10’ células rBHK por macrocapsula e estas
foram cultivadas por 7 ou 14 dias para observar sua proliferacdo e
sobrevivéncia no dispositivo. Foram implantadas trés macrocapsulas em um
camundongo C57BI/6, um implante intraperitoneal, um subcutdaneo e um
intramuscular, para observar a reacao inflamatdria por andlise histolégica.
Nao foi encontrada diferenga significativa na liberagdo enzimaética entre as
macrocépsulas e as microcapsulas. A concentracéo celular de 2x10° células
por macrocapsula apresentou maior viabilidade celular e liberagéo
enzimatica. Na analise histoldgica foi observada reacgéo inflamatéria do tipo

corpo estranho e formacdo de fibrose. Os testes in vitro indicam que as
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macrocapsulas podem ser uma estratégia viavel para o tratamento de

diversas doencas, entretanto estas devem ser testadas em um namero

maior de animais.\ 1 [ul] Comentéario: Anna, quantas

[ palavras pode ter o resumo pelas normas da
revista???? O teu tem 306. Eu acho que é
250 palavras. S6 confere...

Introducéo

O transplante de células para restabelecer fun¢des de 6rgéos e
tecidos danificados é uma alternativa estudada para o tratamento de
diversas patologias. Aliada a terapia génica € possivel que se modifique
essas células para que superexpressem um produto terapéutico de
interesse. Entretanto, a aplicacdo de células modificadas geralmente requer
algum grau de supressao do sistema imunolégico (1). Uma alternativa
proposta para esse problema é a encapsulacdo celular em membranas
semipermedveis que garantem a protecdo das células encapsuladas da
acdo do sistema imunoldgico, ao mesmo tempo em que permitem o seu
desenvolvimento, proliferacdo e entrega do produto terapéutico ao
hospedeiro (2). Dessa forma evita-se a necessidade da utilizacéo de células

autélogas além da aplicagéo cronica de imunossupressores.

As macrocgpsulas sdo de facil manipulagdo e ficam contidas no local
de implante, sdo encontradas mais comumente na forma de fibras ocas,
sendo as células infundidas em seu limen e as duas extremidades seladas,
ou ainda na forma de membranas planas ligadas a um espacador criando
um compartimento de encapsulacdo (3). Estes dispositivos dependem dos
mecanismos homeostéticos do hospedeiro para a sustentagdo das células
imobilizadas no seu interior, sendo a transferéncia de solutos através da

membrana baseada em gradientes de concentracdo (3). Os materiais
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aplicados na fabricacdo desses dispositivos se baseiam geralmente em poli
cloreto de vinila-acrilonitrila (PAN-PVC) ou polietersulfona (PES) (4) e de

fluoreto de polivinilideno modificado (mPVDF) (5).

As membranas de mPVDF sédo hidrofébicas e resistentes a solventes
organicos, acidos e bases aquosos. Seus poros permitem a passagem de
moléculas com até 500.000 Daltons, barrando o acesso de imunoglobulinas
e células do sistema imunolégico, mas permitindo a entrada de oxigénio,
sais e glicose e a saida de metabdlitos toxicos (Cellmax® hollow fibers-
Spectrum Laboratories, Germany). Macrocapsulas de mPVDF sdo aplicadas
extensivamente na pesquisa de medicamentos para combate ao cancer (5,
6), e no transplante de ilhotas pancreaticas para o tratamento de diabetes

mellitus insulina-dependente (7).

Este trabalho visa a caracterizacao in vitro da viabilidade, cinética de
proliferacdo e liberacdo do produto terapéutico expresso por células da
linhagem BHK (Baby Hamster Kidney) recombinantes (rBHK) imobilizadas
em macrocipsulas de mPVDF e, a caracterizagdo in vivo da

biocompatibilidade destas macrocépsulas.

Materiais e Métodos

Cultura de Células

Células rBHK superexpressando IDUA foram obtidas por transfeccao
com lipofectamina (8). Os clones rBHK foram plaqueados em frascos de

cultura de 75 cm? e mantidos em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
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Media) enriguecido com 10% de soro fetal bovino e 1% de
penicilina/estreptomicina (condi¢cdes padrdo de cultivo: mantidos a 37°C com
atmosfera de 5% de CO;). As células, quando confluentes, foram

tripsinizadas (tripsina 0,5% EDTA 5,3mM) e divididas em frascos novos.

Microencapsulacgao celular

Para a microencapsulacéo das células rBHK foi utilizado o método
previamente descrito pelo nosso grupo (9). Resumidamente, as células
foram cultivadas até uma concentracdo de aproximadamente 2,5 x 10°
cel/mL e misturadas a solugdo de alginato de sédio 1,5%, previamente
esterilizado com luz ultravioleta. As suspensdes foram colocadas numa
seringa e entdo submetidas a um fluxo constante de 40 mL/h, num aparelho
perfusor, acoplado a uma unidade de encapsulacéo (Nisco). No interior da
unidade de encapsulacdo ha uma agulha, e, ao passar pela ponta da agulha,
um jato de ar na velocidade de 4 L/min, fez as com que células caissem
sobre uma solu¢cdo de CaCl, 100 mM, (0.85% NaCl, tamponado com
HEPES, pH 7,4), polimerizando o alginato. As microcdpsulas obtidas foram
lavadas com PBS 1X e posteriormente mantidas em condi¢Bes padrao de

cultivo por 24 h.

Macroencapsulacéo celular

Macrocapsulas de mPDVF (Cellmax® hollow fibers-Spectrum
Laboratories, Germany) cilindricas com um diametro interno de 1 mm e
externo de 1,2 mm foram cortadas em pedacos de cerca de 1,5 cm. As

células rBHK foram inseridas por uma das extremidades e apdés isso, ambas
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foram seladas por calor. As macrocapsulas contendo as rBHK foram entéo

mantidas em condi¢8es padrao de cultivo celular por 24 h.

Comparacéao de liberagdo de IDUA e viabilidade celular

Foram plaqueadas células rBHK livres, microencapsuladas ou

macroencapsuladas, na concentragdo de 2x105‘, em quintuplicata. Apés 24h

de cultivo, nas condicGes padrdo ja descritas, o meio foi coletado para

avaliar a liberagdo da enzima por ensaio enzimético.

Para o ensaio de viabilidade celular, as macrocapsulas foram abertas
e as células retiradas de seu interior. As microcipsulas foram
despolimerizadas pela adicdo de uma solucdo 125mM de citrato de sédio e
as células foram recuperadas por centrifugacdo a 1000 rpm por 5 minutos.
As rBHK cultivadas livremente foram tripsinizadas. Apods esta etapa, todas
as células foram coradas com Azul de Tripan e contadas em Cémara de

Neubauer.

Ensaio enzimético

A medida da atividade de IDUA foi realizada por meio de ensaio
enzimatico através de técnica fluorimétrica utilizando como substrato o 4-
metilumbeliferil-alpha-l-iduronideo (4-MU, Glycosynth) conforme descrito
por Hopwood e colaboradores (10). Os resultados obtidos foram expressos

em nmol/h/mL de meio.
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Ensaio de Proliferacao

Para determinar a concentracdo celular a ser usada nos estudos in
vivo, o comportamento de proliferagéo, a viabilidade e a liberacdo de IDUA
das células rBHK macroencapsuladas em diferentes concentracdes
celulares foram avaliados. As células foram imobilizadas nas concentracdes
de 2x10°, 2x10° e 2x10’ células por fibra de mPVDF. As macrocapsulas
foram, entdo, cultivadas por 7 ou 14 dias (n=3 por grupo) e apés esse
periodo, foi medida a atividade de IDUA no meio e células foram

recuperadas para o ensaio de viabilidade ja descrito acima.

Caracterizacdo das macrocapsulas in vivo

Para a avaliacdo da biocompatibilidade das macrocapsulas, foi
utilizado um camundongo C57/BL6 normal, no qual foram implantadas
macrocapsulas em trés sitios distintos: uma sem células no musculo vasto
medial medindo 0,5 cm e outras duas contendo 2x10° células cada e
medindo 1,0 cm foram implantadas uma na cavidade intraperitoneal e outra
no tecido subcutaneo. O animal foi mantido na Unidade de Experimentacao
Animal do Centro de Pesquisas do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(UEA-HCPA), sob temperatura controlada (entre 18 e 22°C) e em ciclos de

claro-escuro de 12 horas. Alimentacdo e agua foram fornecidas ad libitum.

Implantacdo das macrocapsulas

O camundongo foi anestesiado por inalagdo com Isoflurano (Cristalia
150 ml/h) durante todo o procedimento. Foram feitas incisbes de

aproximadamente 1cm para implantacdo das macrocapsulas na cavidade

27



intraperitoneal, no misculo vasto-medial e por via subcutdnea no abdome.

Apés implante os cortes foram suturados com fio vicryl 4.0 (Ethicon), o

camundongo recebeu Tramal (cloridrato de tramadol, 0,01 mL/g, Pfizer) e foi

mantido em incubadora para recuperacao.
Apo6s 14 dias do implante, o camundongo foi sacrificado em camera
de CO, e macrocapsulas foram recuperadas, alem de ser feita coleta de

sangue.

Andlise histolégica

As macrocpsulas recuperadas do implante subcutdneo e
intramuscular foram coletadas juntamente com tecidos adjacentes ao sitio de
implantacéo (musculo vasto-medial e pele do abdémen) e fixadas em formol
10% tamponado. As secc¢Bes foram coradas com Hematoxilina-Eosina (HE)

e Picrossirius.

As laminas coradas com HE e Picrossirius foram analisadas em
microscopio 6ptico (Olympus BX51) para verificar a presenca de infiltrado

inflamatério e a formacéao de fibrose, respectivamente.

Andlise Estatistica

Os testes foram realizados através do software SPSS (Statistical
Package for the Social Sciences). Os resultados foram considerados

significativos quando p<0,05.
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Resultados

Comparacédo da liberacéo de IDUA e viabilidade

O ensaio fluorimétrico foi capaz de detectar uma atividade enziméatica
de 9,19 + 3,41 nmol/h/mL de meio para as células livres, as microcapsulas
apresentaram atividade media de 1,17 + 0,33 nmol/h/ml e as macrocapsulas
1,02 + 0,19 nmol/h/ml de meio (figura 1). Nao houve diferenca significativa
guanto a liberacdo enzimatica entre as células macro e microencapsuladas
(p=0,824), e ambas apresentaram liberacdo cerca de 9 vezes menor que as
células livres (p=5). As células livres apresentaram viabilidade média de
87%, enquanto as microcapsulas 74,35% e as macrocapsulas 76,7%, nao

havendo diferenca estatistica.

Ensaio de proliferacéo

Na avaliacdo da proliferacdo e viabilidade das células na
macrocapsula, foi observado que a concentracdo de 2x10° células por
macrocapsula é a que proporciona melhores condi¢des para a multiplicacdo
celular, permitindo uma boa sobrevivéncia e maior grau de liberacdo da
enzima para o meio extracapsular tanto em 7 como em 14 dias de cultivo
(figura 2). A proporcdo de 2x10’ parece prejudicar a sobrevivéncia das
células nas macrocapsulas, apresentando diferenca significativa (p<0,05) na
viabilidade quando comparada aos outros dois grupos nos 14 dias de cultivo.

Os grupos com 2x10° e 2x107 células apresentaram liberacdo enzimatica
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menor que a proporcdo de 2x10° células tanto quando cultivadas durante 7

como 14 dias.

Caracterizacdo das macrocapsulas in vivo

O animal implantado apresentou boa recuperacdo apés a cirurgia,
restabeleceu normalmente suas fun¢gBes motoras e ndo apresentou
possiveis reacfes adversas consequentes do procedimento. Quando do
sacrificio para a remoc¢éo das capsulas, foi observada formacgéo de uma fina

camada tecidual ao redor dos dispositivos e neovascularizagéo.

Andlise histolégica

Foi feita analise histologica das cépsulas implantadas nas regides
subcutanea e intramuscular, juntamente com tecidos adjacentes ao local de
implantacdo (pele do abdome e mdusculo vasto medial). Nas secc¢bes da
capsula implantada sob a pele do abdome coradas com hematoxilina e
eosina, foi possivel observar reacao inflamatéria do tipo corpo estranho, com
grande numero de macrofagos, neutréfilos e células gigantes, havendo um

significativg infiltrado inflamatério (figura 3A, 3B).

A coloragdo com picrossirius acusou importante formacéo de fibrose
ao redor do dispositivo, com deposicdo de colageno sobre as camadas de
células inflamatoérias (figura 3C, 3D). Além disso, as macrocapsulas

apresentaram grandes vacuolos, ndo esperados para esse material, que
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permitiram a passagem de células inflamatérias através do polimero para

dentro do dispositivo. (figura 3B)

A mesma reacdo do tipo corpo estranho pdde ser observada no
implante intramuscular vazio (sem as rBHK), (figuras 4A, B). A formagéo de
fibrose ao redor deste dispositivo também ficou visivel pela coloragdo com

picrossirius (figuras 4C, D).

Discussao

A tecnologia de encapsulacao celular € uma estratégia promissora
para fazer a localiza¢@o, a manutengdo e o controle da entrega de produtos
terapéuticos in vivo. Uma performance satisfatoria desses dispositivos
depende de propriedades como permeabilidade, resisténcia mecénica,
capacidade de imunoprotecdo e biocompatibilidade (11). A avaliacdo dessas
propriedades, portanto, € muito importante para o desenvolvimento e

aperfeicoamento de terapias com células encapsuladas.

Pesquisas anteriores de nosso grupo verificaram que o implante de
células superexpressando IDUA microencapsuladas em alginato de calcio
em modelo murino de MPS | ndo foi capaz de reverter completamente os
sintomas da doenca (12), produzindo um fenoétipo intermediério. Isso foi
devido a inducao de resposta imunitaria contra as microcapsulas, seguida de
formacédo de fibrose, o que prejudicou a liberagdo da enzima para o meio
extracapsular (dados n&o publicados). Uma das possiveis solugdes para
este problema é a aplicagdo de um novo sistema de encapsulagao

envolvendo um material mais biocompativel. Dessa forma, este trabalho
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visou a avaliagdo da macroencapsulacdo em mPVDF quanto a sua eficiéncia

na liberagéo de IDUA e biocompatibilidade.

Foi medida a capacidade de liberacdo enzmatica das células livres,
macro e microencapsuladas. As células livres apresentaram valores de
atividade enzimatica 9 vezes maior que as células macro e
microencapsuladas, corroborando com resultados encontrados por Mayer e
colaboradores (8). Fazendo uma comparac¢éo da liberagdo da enzima IDUA
entre as macrocapsulas e microcapsulas, ndo foi detectada diferenca
significativa entre as duas estratégias de encapsulacao, indicando que a
enzima é capaz de atravessar os poros de ambos dispositivos com a mesma
facilidade. Foi demonstrado que as microcapsulas de alginato contendo
células rBHK séo capazes de diminuir significativamente o acimulo de GAG
de fibroblastos de pacientes com MPS 1| in vitro (13). Tendo as
macrocapsulas a mesma eficiéncia na liberacdo da enzima, admite-se que

ela também tenha tal capacidade.

A avaliacdo do comportamento de proliferacdo e sobrevivéncia das
células na macrocapsula foi feita com o objetivo de determinar as melhores
condi¢cbes a serem aplicadas in vivo. Foi realizado um ensaio comparando
diferentes concentracdes celulares e tempos de cultivo. Em todos os
tempos, a menor concentracdo celular, 2x10°, mostrou maior viabilidade e
liberagdo enzimatica, o que indica que um maior niumero de células afeta a
sobrevivéncia, prejudicando a producéo e liberacdo da enzima para o meio
extracapsular. Além disso, outro trabalho que fez uso do mesmao dispositivo
também utilizou esta concentracdo celular (5). Levando em conta estes

aspectos, foram determinadas as condicbes nas quais se aplicaria a
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macrocapsula in vivo como sendo 2x10° células por macrocapsula durante

14 dias.

Um teste piloto foi realizado em um camundongo normal C57BI/6,
pertencente a mesma linhagem dos individuos knockout para o gene Idua,
modelo murino de MPS |I. Trés cépsulas foram implantadas em trés
diferentes sitios (musculo, pele e peritbnio). O objetivo inicial foi avaliar a
resposta imunoldgica contra o implante, através de analise histolégica, e sua
influéncia sobre a liberagcdo da enzima através de ensaio de atividade

enzimatica.

Na analise das seccdes dos implantes intramuscular e subcutaneo, foi
observado infiltrado inflamatorio, contendo grande nimero de macréfagos,
neutrofilos e células gigantes, e formacado fibrotica. O recrutamento de
neutrofilos é caracteristico de reagédo inflamatodria aguda contra o implante, a
gual é disparada pelo rompimento do tecido conectivo vascularizado durante
a cirurgia de implantacdo (14). A presenca de mondcitos, macrofagos, e
células gigantes indicam reacédo do tipo corpo estranho contra o implante,
também caracterizada como inflamac&o crénica. Esta deve ficar confinada
ao local do implante e se resolver em ndo mais de duas semanas quando se
trata de um material biocompativel (15). Seguindo a inflamacédo cronica,
observa-se a infiltracdo de fibroblastos e neovascularizacdo, levando a
formacgéo de uma capsula fibrosa, a qual se separa do implante por uma ou
duas camadas de células inflamatérias derivadas da reagdo contra corpo
estranho. A partir dai, dependendo das suas propriedades fisico-quimicas, o
material implantado pode desencadear apoptose das células aderidas a sua

superficie ou estas células podem manter-se aderidas durante toda a vida
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utii do implante (15). Portanto, acompanhar a reacdo ao implante por
periodos mais longos de tempo, como trés e quatro semanas, e conduzir o
teste em um ndmero maior de animais € necessario para observar se ha

resolucéo da inflamacéao.

Na andlise histoldgica foi observada a presenca de grandes vacuolos
no material ao invés dos microporos esperados. Estes vacuolos permitiram a
passagem de células através da macrocépsula, sendo possivel observar a
presengca de grande quantidade de células inflamatérias dentro da
macrocapsula. O contato das células inflamatérias com as células
xenogénicas (rBHK) pode ter levado a uma resposta inflamatéria maior do
gque a esperada para um dispositivo integro. Alem disso, as células
inflamatdrias devem ter reconhecido ativamente as rBHK. Por isso, néo foi
possivel estimar a viabilidade das células recuperadas da macrocapsula ja
gue a viabilidade calculada para o implante intraperitoneal provavelmente
também levaria em conta as células inflamatérias, estando, dessa forma,
equivocado. Outro fato a ser levado em consideracéo € que a superficie
anormalmente irregular do material também influencia na resposta
imunitaria, sendo mais um fator agravante. Adicionado a isto, também ha o
fato de a permeabilidade da capsula poder estar sendo afetada pelo defeito
de fabricacdo. Desta forma, a avaliacdo da liberacdo da enzima para a

circulacédo nao foi realizada.

Foi feito contato com o fabricante, que admitiu o problema e enviara
um novo lote. Como todos os experimentos foram realizados com 0 mesmo
lote defeituoso, deverdo ser repetidos com as capsulas integras para que se

possam obter conclusdes efetivas sobre sua utilidade neste caso.
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Legendas

Figura 1: Comparacdo da liberacdo de IDUA pelas células livres,
microencapsuladas e macroencapsuladas através da medida da atividade

enzimética no meio apos 24 h de cultivo. ANOVA de uma via e post hoc de

Tukey, ’* p<0,05\. 1 [u6] Comentario: Antes do p colocar o
[ teste estatistico. Em todas as legendas.

Figura 2: Ensaio de proliferagdo e medida da atividade de IDUA no meio

apos 7 e 14 dias. ANOVA de uma via e post hoc de Tukey, *p<0,05

Figura 3: Implante subcutaneo de macrocépsulas contendo rBHK, A: HE,

aumento 100X, as flechas pretas indicam infiltrado inflamatério. B: HE, —{[u7] Comentario: Essaeraaobjetiva de

10??? Se sim tu pode colocar de duas

. Lo i L. . formas: aumento de 10X ou aumento de

aumento 400X, flecha preta indica infiltrado inflamatério nos vacuolos das 100. Se deixar o sinal de X paraece que que
no final é 1000. OU deixa o valor da
objetivo e X ou s6 0 aumnto final sem o X>

macrocapsulas. C: Picrossirius, aumento 40X, setas brancas indicam
formacgéo fibrética. D: Picrossirius, aumento 200X, seta branca indica

formacao fibrotica.

Figura 4: Implante intramuscular de macrocpsula vazia, A: HE aumento
40X, seta preta indica infiltrado inflamatério e seta pontilhada indica tecido
muscular. B: HE aumento 1000X, setas pretas indicam células gigantes. C:
Picrossirius aumento 400X, setas brancas indica formagédo de fibrose. D:

Picrossirus, 100X, setas brancas indicam formacéo de fibrose.
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5. CONCLUSOES

Foi constatado que as macrocapsulas possuem a mesma eficiéncia
de liberacdo de IDUA que as microcapsulas, uma vez que nao foi
encontrada diferenca significativa na deteccdo desta enzima nos ensaios in
vitro. Isto valida as macrocédpsulas como um possivel dispositivo alternativo

as microcapsulas na terapia celular.

Foi possivel determinar a concentracdo celular mais adequada para
ser utilizada nos ensaios com macrocapsulas, a qual permite o acesso de
todas as células aos nutrientes difundidos para dentro do dispositivo,
possibilitando a proliferacdo celular e mantendo a viabilidade e uma boa

producao e liberacdo enzimatica in vitro.

No teste in vivo, foi constatado que a macrocgpsula induz uma
resposta do tipo corpo estranho, com um significativo infiltrado inflamatério e
formacéo de fibrose apds duas semanas de implanta¢do. Porém, também foi
observado que o dispositivo do lote utilizado possuia um defeito de
fabricagdo e apresentava irregularidades na superficie. Isto pode ter afetado
sua biocompatibilidade, além de ter permitido o acesso do sistema imune as
células encapsuladas, diminuindo a viabilidade e, por conseguinte, a
producado da enzima pelas células recombinantes. Esta observacédo também

pode afetar os resultados obtidos nos testes in vitro.
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6. PERSPECTIVAS

Repetir os testes in vitro de comparacgéo de liberacdo de IDUA e o
ensaio de proliferacdo com as macrocdpsulas integras, uma vez que o
defeito de fabricacdo pode ter afetado sua permeabilidade.

Repetir o0 teste in vivo em um ndimero maior de camundongos para
caracterizar a resposta imunitaria contra as macrocapsulas integras,
testando tempos maiores de implantacéo.

Testar o dispositivo em modelo murino de MPS I, avaliando a
habilidade de entrega da enzima em longo prazo e a locais de dificil acesso,

observando uma possivel reversédo de fenétipo da doenca.
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