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Resumo

O péancreas bio-artificial € o mais complexo sistema de libertagdo de insulina e apresenta-
se como uma metodologia inovadora e promissora para o tratamento da diabetes. Gragas
ao encapsulamento, as células produtoras de insulina mantém-se protegidas do ataque
do sistema imunitario do hospedeiro sem recorrer a imunossupressores, engquanto
libertam a insulina, permitindo assim a diminuicdo da hiperglicemia ou idealmente o
restabelecimento da normoglicemia.

Apesar dos resultados promissores em modelos animais e no homem, alguns obstaculos
limitam o emprego desta metodologia na pratica clinica. A deficiente biocompatibilidade e
instabilidade dos materiais, a imunoprotecc¢éao limitada e a hip6xia séo factores que levam
a morte das células insulares, comprometendo o sucesso do implante. Estratégias que
permitam melhorar as propriedades fisico-quimicas e bioldgicas do pancreas bio-artificial,
ultrapassando as limitacGes desta metodologia, tém sido alvo de investigacéo nos ultimos
anos e estdo na base deste trabalho. Este, focou-se essencialmente em aspectos
biolégicos, através da criacdo de estratégias para o desenvolvimento de um modelo
tridimensional (3D) que melhore a sobrevivéncia e funcdo das células encapsuladas,
traduzindo-se na funcionalidade do implante a longo prazo.

Embora se pretenda, no futuro, usar ilhéus de Langerhans isolados de rato, os ensaios
apresentados no decorrer da tese serviram-se da linha de células beta de rato INS-1E,
permitindo, para além dos ensaios in vitro, o estudo de um transplante alogénico. Primeiro
confirmou-se o numero de células ideal para o encapsulamento num modelo 3D de
hidrogéis de alginato, produzido por gelificacdo externa, e verificou-se que a densidade
de 5 milhGes de células por mililitro se traduziu, durante 7 dias em cultura, numa maior
viabilidade e actividade metabdlica e melhor funcdo secretora de insulina das células
encapsuladas. Mimetizando o nicho celular in vivo, enriqgueceram-se o0s hidrogéis de
alginato com um péptido presente na matriz extracelular, o RGD (Arginina-Glicina-
Aspartato), através da quimica das carbodiimidas. A presenca deste péptido melhorou a
biocompatibilidade dos hidrogéis. As células puderam interagir com este componente da
matriz extracelular, aspecto crucial para a sua sobrevivéncia e fung&o. Verificou-se uma
melhoria da viabilidade celular, da actividade metabdlica, da proliferacdo e da secregéo
de insulina, acompanhada pelo aumento da expressado de alguns genes envolvidos na
maquinaria da secrecdo da hormona. Uma explicacdo para estes resultados pode
assentar no facto da presenca do péptido RGD induzir aumento da expressao de genes
de alguns constituintes da matriz extracelular, aumento de processos de adeséo celular e

favorecimento da formacéo de esferéides (pseudo-ilhéus).
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Um modelo inovador foi criado, permitindo a libertacdo e ac¢do nas células beta de um
agente capaz de melhorar a sua secrecdo de insulina e protegé-las da apoptose, o GLP-
1 (glucagon-like peptide-1). Recorrendo ao método da dupla emulséo agua/éleo/agua
com evaporacdo do solvente, foram produzidas nanoparticulas de PLGA (acido
poli(lactico-co-glicélico)) contendo GLP-1, que foram co-encapsuladas com as células em
hidrogéis de alginato. Sem causar toxicidade, a libertacdo do contetido das nanoparticulas
traduziu-se, durante 7 dias em cultura, num aumento da actividade metabdlica e da
secrecdo de insulina das células encapsuladas.

In vitro, ambas as estratégias propostas melhoraram a viabilidade e funcionalidade das
células beta encapsuladas, antevendo o sucesso do implante in vivo. Com o objectivo de
testar a potencialidade da aplicacdo do pancreas bio-artificial num modelo de diabetes
tipo 2, avaliou-se a eficacia do implante de células beta encapsuladas no modelo 3D de
hidrogéis de alginato funcionalizado com o péptido de adesdo RGD num transplante
alogénico em ratos diabéticos Goto-Kakizaki imunocompetentes. Os hidrogéis foram
implantados subcutaneamente e os animais foram avaliados ao longo de 21 dias apés a
cirurgia. Os ratos implantados com as células beta encapsuladas melhoraram o seu perfil
glicémico, constatado pela melhoria da glicemia ocasional e do jejum e da tolerancia a
glicose. A insulinemia do jejum ndo mostrou alteracbes, mas estes animais melhoraram a
sensibilidade a insulina e diminuiram a resisténcia a hormona, sugerindo que a insulina
segregada pelas células beta implantadas teve um efeito mais eficiente. Apos 21 dias, as
marcac0des histoldgicas do implante e tecidos adjacentes mostraram a integridade das
esferas que continham células insulino-positivas. Foi observada uma pequena reaccao
inflamatéria e a presenca de macrofagos a rodear o implante. A nivel peri-implante,
também foi possivel observar a deposicdo de colagénio e a presenca de multiplos
microvasos, capazes de suportar vivas e funcionais as células implantadas.

Por fim, descreveram-se duas modificagbes quimicas do alginato, com a introducdo de
grupos aldeido e metacrilato que permitirdo, no futuro, a reactividade com entidades de
interesse, como as células ou ilhéus a encapsular e substancias bio-activas benéficas
para o modelo e, ainda, proporcionar uma forma de reticulacdo mais estavel dos hidrogéis.
Alguns métodos de encapsulamento celular também foram testados. Descreveu-se ainda
o isolamento de ilhéus de Langerhans de rato mantendo a sua funcdo secretora, para
futuro encapsulamento no nosso modelo.

Concluindo, com este trabalho criaram-se estratégias que permitiram melhorar a
viabilidade e a fungéo das células beta encapsuladas, e delinearam-se novas abordagens
para testar no futuro, culminando no desenvolvimento de um modelo 3D de hidrogéis de
alginato, que serd préximo do ideal para o encapsulamento de células produtoras de

insulina e seu transplante, garantindo a func&o do implante ao longo do tempo.



Abstract

The bioartificial pancreas is the most complex insulin-delivery system and presents a new
and promising methodology to treat diabetes. Due to encapsulation, insulin-producing cells
are able to produce and deliver insulin, allowing the reduction of hyperglycaemia or
normoglycaemia reestablishment, while being protected from the host immune system
without the need of immunosuppressants.

Despite the promising results in animal models and in humans, there are pitfalls which limit
the use of this methodology in clinical practice. Deficient biocompatibility and instability of
materials, limited immunoprotection and hypoxia are limitations that lead to beta cell death,
compromising the implant success. Strategies that allow the improvement of
physicochemical and biological properties, overtaking the limitations of this methodology,
have been the target of research in last years and are the basis of this work. Thus, this
work focused essentially in biological aspects, creating strategies to develop a
tridimensional (3D) model that increase cellular survival and functioning, leading to long-
term implant functionality.

Although the intention to use, in the future, islets of Langerhans isolated from rat, the
presented essays used rat beta cell line INS-1E, allowing the in vitro testing and the study
of allogenic transplant.

First, the ideal cell number for encapsulation in a 3D alginate hydrogel model, produced
by external gelation, was confirmed. Cell density of 5 million per millilitre showed, during 7
days in culture, better viability and high levels of metabolic activity and insulin secretion.
To mimic the in vivo cellular niche, the alginate hydrogels were enriched with a peptide
present in extracellular matrix, the Arginine-Glycine-Aspartate (RGD), through
carbodiimide chemistry. The presence of this peptide improved hydrogels biocompatibility
and allowed cells to interact with this component, which is crucial for cell survival and
functioning. It was observed that this modification induced enhancements of cellular
viability, metabolic activity, proliferation and insulin secretion, followed by an increased
expression of genes involved in insulin secretion machinery. One explanation for these
results might be the fact that RGD induced increased gene expression of extracellular
matrix components, cellular adhesion and also spheroids formation.

A new model was created that allows the release and action in beta cells of an agent able
to improve beta cells insulin secretion and to protect them from apoptosis, the glucagon-
like peptide-1 (GLP-1). PLGA (poly(lactic-co-glycolic acid)) nanoparticles with GLP-1 were
produced by double emulsion water/oil/water with solvent evaporation method, and co-

encapsulated with cells in alginate hydrogels. Without toxicity, the delivery of nanoparticles
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content led to improvements in metabolic activity and insulin secretion of encapsulated
cells during 7 days of culture.

In vitro, both proposed strategies resulted in ameliorated viability and functioning of
encapsulated beta cells, foreseeing the implant success in vivo.

Aiming to test the capability of the application of bioartificial pancreas in a type 2 diabetes
animal model, the efficacy of the implant of beta cells in the 3D alginate hydrogels
functionalized with the adhesion peptide RGD was evaluated with allogenic transplantation
in diabetic Goto-Kakizaki immunocompetent rats. Hydrogels were implanted
subcutaneously and animals were evaluated during 21 days after surgery. During the
whole experimental period, rats implanted with encapsulated cells improved their
glycaemic control, observed by the improvement of occasional and fasting glycaemia and
glucose tolerance. Fasting insulinemia did not show alterations, but these animals
ameliorated insulin sensitivity and insulin resistance, suggesting that the action of insulin
segregated from implanted beta cells was more efficient. After 21 days, the histological
stains of implant and adjacent tissues showed integrity of spheres containing insulin-
positive cells. It was observed a slight inflammatory reaction with macrophages
surrounding the implant. It was also observed a deposition of collagen and the presence
of multiple microvessels, which are useful to support alive and functional implanted cells.
Finally, two chemical modifications in alginate were described, with introduction of
aldehyde and methacrylate groups. These will allow, in the future, the reactivity with cells
and islets, and bioactive substances beneficial to our model, as well as provide more stable
hydrogels reticulation. Different encapsulation methods were also tested. Islet isolation
procedure, with maintained secretory function, was also described in order to be
encapsulated whit our developed model.

Concluding, strategies that were able to improve the viability and functioning of
encapsulated beta cells were developed. New strategies were outlined to test in the future,
culminating in the development of a 3D model of alginate hydrogels that we believe to be
near the ideal for encapsulation of insulin-producing cells and transplantation, ensuring

the long-term implant functionality.
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1. Diabetes

A diabetes mellitus € uma doenca metabdlica caracterizada pelo aumento anormal da
concentracdo sanguinea de glicose, a hiperglicemia (Figura 1). Este aumento traduz um
dos dois acontecimentos ou a combinagdo de ambos: incapacidade do corpo produzir
insulina, pela disfungdo ou faléncia das células beta dos ilhéus pancreaticos e/ou pela
destruicdo e consequente reducdo da sua massa, e ainda a reducéo da acc¢ao da insulina
nas células-alvo resultado do fenébmeno de insulinorresisténcia hepatica e periférica.
Nesta condicao, no figado, a glicogendlise e a gliconeogénese também contribuem para
0 aumento da concentragcdo sanguinea de glicose que, ao longo do tempo, se traduz no

desenvolvimento das complicagbes cronicas associadas a doencga [1].

1.1 Classificacao

Em 1997, a World Health Organization e a American Diabetes Association classificaram
a diabetes mellitus em quatro categorias: diabetes tipo 1, diabetes tipo 2, diabetes
gestacional e outros tipos especificos [2]. A diabetes tipo 2 representa a grande maioria
dos diabéticos, 90 a 95%, e caracteriza-se por insulinorresisténcia e deficiente secrecdo
de insulina. A diabetes tipo 1 representa 5 a 10% dos diabéticos e é caracterizada pela
total auséncia de producédo de insulina, resultado da destruicdo auto-imune das células
beta produtoras da hormona. Os outros dois tipos representam uma pequena fatia da
populacdo diabética e dizem respeito a diabetes gestacional que, na maior parte das
vezes, é resolvida ap6s o0 parto e a diabetes resultante de casos especificos,
nomeadamente doencas do péncreas exdcrino, infeccbes, endocrinopatias, defeitos

genéticos na funcéo da célula beta ou na ac¢éo da insulina e inducao por farmacos [2].

1.2 Epidemiologia

A diabetes mellitus € a terceira maior causa de morte em todo o mundo, antecedida pelas
doencas cardiovasculares e o cancro. O crescimento da populacdo, o aumento da
esperanca média de vida, a urbanizagdo, a incidéncia progressivamente crescente da
obesidade e a auséncia de actividade fisica, juntam-se a factores genéticos que, em
conjunto, levam esta patologia a atingir propor¢des epidémicas [3, 4]. Um estudo da World
Health Organization estimou que, em 2030, haja no mundo aproximadamente 366 milhdes
de pessoas com esta doenca [3], nimero que podera estar subestimado, uma vez que,

em 2012, a mesma organizagao contabilizou ja 346 milhdes de diabéticos [4].



Afectando mudltiplos sistemas e 0Orgdos, com a progressdo da doenga surgem as
complicacbes associadas como neuropatia, retinopatia, nefropatia, doencas
cardiovasculares e cerebrovasculares e ainda doencga vascular periférica [5] (Figura 1).
Desta forma, as taxas de morbilidade e os elevados custos associados tornam urgente o
desenvolvimento de tratamentos efectivos para esta patologia.

Insulino-resisténcia

P 0%
() Glicose
QO

INSULINORRESISTENCIA HEPATICA E DOS TECIDOS PERIFERICOS

IS . (tecido muscular e adiposo)
Diminuigao/auséncia de

produgao de insulina

HIPERGLICEMIA

Figura 1: Representacdo esquematica da fisiopatologia da diabetes mellitus e das
complicagcbes associadas a doenca (neuropatia, retinopatia, nefropatia, doencas
cardiovasculares e cerebrovasculares e doenca vascular periférica), decorrentes da
exposi¢ao a elevados niveis de glicose.

IR - receptor da insulina; GLUT4 - transportador de glicose 4.



1.3 Tratamentos

Uma dieta apropriada e exercicio fisico regular é recomendado a todos os doentes
diabéticos, no entanto, e dependendo do tipo de diabetes, para que o controlo glicémico
seja atingido, é necessario recorrer a farmacos antidiabéticos e/ou a administracéo de
insulina. Comummente usados no tratamento da diabetes tipo 2, os antidiabéticos orais
distribuem-se por diferentes classes relacionadas com os diferentes mecanismos de
accao que, maioritariamente, permitem aumentar a secre¢do de insulina ou melhorar a
accdo da hormona no figado e nos tecidos periféricos [6]. A intervencdo clinica na
diabetes tipo 2 recorre maioritariamente ao uso dos antidiabéticos em monoterapia ou em
combinagbes. No entanto, certas correntes defendem o beneficio da administracéo de
insulina numa fase precoce da doenca, permitindo um melhor controlo glicémico e um
atraso no desenvolvimento das complicacBes associadas a doenca [7, 8]. As opcdes
terapéuticas passam sobretudo pela associacdo dos antidiabéticos orais e insulina e, por
fim, quando o pancreas enddcrino entra em faléncia, a administracdo da hormona torna-
se obrigatoria [7, 8]. Na diabetes tipo 1, ndo havendo producéo de insulina no pancreas,
a administracdo exégena da mesma € crucial e obrigatoria para a sobrevivéncia dos
doentes [9].

A administracdo da hormona recorre ao uso de seringas e canetas de insulina. Mais
sofisticadas, as bombas infusoras de insulina permitem a continua monitorizacdo da
glicose sanguinea e uma infusdo de insulina mais apropriada. No entanto, mesmo com
as bombas infusoras, 0 mecanismo de regulacdo da secrecéo de insulina esta longe da
perfeicdo obtida em células vivas e os episddios de hipoglicemia sédo um risco constante
[10].

Neste contexto, a transplantacdo de tecido produtor de insulina, através do transplante do

pancreas ou dos ilhéus de Langerhans, assume um papel terapéutico relevante.

1.3.1 Transplantagéo de tecido produtor de insulina

Com o objectivo de controlar os niveis de glicose no sangue de uma forma efectiva, em
1966 foi realizado o primeiro transplante de pancreas com sucesso [11]. O éxito deste tipo
de intervengdo tornou-se possivel devido, principalmente, ao desenvolvimento dos
imunossupressores nos anos 60 [12]. Apesar da elevada taxa de sobrevivéncia dos
doentes sujeitos a esta intervencdo, o0s procedimentos cirirgicos complexos e as
complicagdes associadas a cirurgia, principalmente decorrentes dos intensos regimes de
imunossupressores, levaram a restricdo deste procedimento maioritariamente a doentes
com nefropatia diabética avangcada que, ao receberem o0 novo rim, recebem também o

pancreas [13].



Outra estratégia que prometia um bom controlo glicémico e ultrapassava algumas das
limitacdes reportadas no transplante do 6érgdo ganhou visibilidade ap6s o surgimento do
protocolo de Edmonton e seus resultados promissores [14]. Desenvolvido em 1989, este
protocolo envolve o isolamento dos ilhéus de Langerhans de dadores cadavéricos. Os
doentes diabéticos tipo 1 imunodeprimidos recebem os ilhéus por infusdo, através da veia
porta, que se alojam nos sinusoéides hepéaticos [14]. Desde entdo, com a melhoria do
regime de imunossupressores e dos protocolos de isolamento de ilhéus, a insulino-
independéncia é mantida em 65% dos transplantados por uma média de 12 meses [15].
Apesar de ter sido demonstrado que o controlo glicémico pode ser restabelecido com esta
metodologia, os ilhéus transplantados acabam por entrar em faléncia e a administracao
de insulina exégena volta a ser obrigatéria [16]. A necessidade de um elevado nimero de
dadores, juntamente com o permanente uso de imunossupressores sao limitagcdes que
também comprometem a pratica desta metodologia. Para além do seu efeito
diabetogénico, os imunossupressores estdo associados a outros efeitos secundarios
nefastos, tais como o aumento da susceptibilidade a infeccdes e o risco aumentado de
desenvolvimento de cancro [17, 18].

Este cenario tem encorajado a investigacdo cientifica no desenvolvimento de
metodologias capazes de proteger as células transplantadas do ataque do hospedeiro,
sem 0 recurso aos imunossupressores, mantendo a sua funcéo primordial, a secrecéo de

insulina.

2. Pancreas bio-artificial

O péancreas bio-artificial € o mais complexo sistema de libertagdo de insulina e a sua
histéria conta com mais de 40 anos. Desde o trabalho pioneiro de Chick e seus
colaboradores no desenvolvimento do pancreas bio-artificial [19] e o uso de alginato para
o encapsulamento dos ilhéus, proposto por Lim e Sun [20], a comunidade cientifica muito
tem apostado nesta area.

O principio do pancreas bio-artificial esta representado na Figura 2. Rodeados por uma
membrana semipermeavel, usualmente de matriz polimérica, os ilhéus ficam protegidos
dos anticorpos e das células do sistema imunitario do hospedeiro. Por outro lado, a
membrana permite a livre difusdo de oxigénio, glicose e outros nutrientes e metabolitos
de baixo peso molecular, essenciais a sobrevivéncia celular. A insulina segregada pelas

células tem também livre passagem através da membrana [1, 21, 22].
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Figura 2: Principio do pancreas bio-artificial

Desta forma e idealmente, o transplante celular restabelece a normoglicemia pela
libertac@o de insulina das células beta dos ilhéus, enquanto o encapsulamento promove
a imunoprotecc¢ao celular, evitando assim o uso dos imunossupressores. Desta forma, os
ilhéus também ficam protegidos contra 0 ataque imunitario caracteristico da diabetes tipo
1 [1]. Esta nova tecnologia imuno-isoladora oferece ainda a possibilidade do uso de fontes
de células xenogénicas insulino-produtoras, colmatando assim a falta de dadores [1]. O
transplante xenogénico impde uma crescente exigéncia para o desenvolvimento dos
materiais e processos de encapsulamento, devido também a elevada probabilidade de
rejeicao [1, 23].

Para ser eficaz, este método deve: 1) manter a viabilidade e funcdo das células
encapsuladas através do seu imuno-isolamento, evitando a rejeicdo imunitaria do
hospedeiro; 2) permitir a rapida detec¢éo das flutuacdes da glicose sanguinea e rapida
resposta secretora das células encapsuladas; 3) garantir a biocompatibilidade dos
materiais ao longo do tempo, evitando reacg¢des inflamatorias e fibrose do implante; 4)
facilitar o processo de implantacéo e também de remocao do implante, caso ocorra algum
problema [1, 22].



2.1 Tecnologia no desenvolvimento do pancreas bio-artificial

2.1.1 Tipos de péancreas bio-artificial

Diversos materiais, com diferentes propriedades fisico-quimicas e geometrias, tém sido
testados para a criacdo do péncreas bio-artificial. Estes incluem o0s convencionais
intravasculares dispositivos de perfusdo sanguinea e 0s extravasculares, como as
macrocapsulas e as microcapsulas. Mais recentemente surgiu um novo conceito que
pretende reduzir o tamanho dos modelos, baseado em técnicas de conformal coating
(Figura 3) [1, 21, 24, 25].

DiSPOSITIVO INTRAVASCULAR

Corrente
sanguinea

Dispositivo de perfusdo sanguinea

DisPOSITIVOS EXTRAVASCULARES

Macrocapsulas { ')

Microcapsulas

Fibras cilindricas

f)

Diminui¢&o do tamanho Conformal coating
Aumento da capacidade de difusao

Figura 3: Representagéo esquematica dos diferentes tipos de pancreas bio-artificial.

A complexa cirurgia vascular necessaria para o implante de dispositivos intravasculares,
bem como a frequéncia de tromboses no poés-operatério, levou ao abandono desta
metodologia e a criacdo de dispositivos extravasculares. Estes sdo implantados por um
processo cirdrgico muito mais simples e, dependendo do seu tamanho, podem ser

colocados em diferentes locais do hospedeiro [1, 21]. Os extravasculares podem dividir-



se em duas categorias, as macrocipsulas e a microcipsulas. Esta designacdo de
capsulas, apesar de ser consensualmente adoptada, na sua grande maioria diz respeito
a esferas (micro ou macro), uma vez que os ilhéus se encontram envolvidos na matriz
polimérica. Na categoria das macrocépsulas, varios ilhéus sdo encapsulados no mesmo
dispositivo, que pode ter varias conformagfes, como membranas planas apelidadas de
camaras de difusdo, fibras cilindricas e macrocépsulas esféricas, podendo atingir
dimensbes na ordem dos centimetros [1, 21]. As suas limitagbes prendem-se com o
tamanho, levando a uma baixa razdo superficie/volume, e com a frequente agregacéo
dos ilhéus. Desta forma, ndo tendo acesso directo a rede vascular, a baixa difusdo de
oxigénio e nutrientes, principalmente para as células que se encontram na zona mais
interior do dispositivo, leva a sua necrose. A secre¢do da insulina também sofre um atraso
pela distancia das células secretoras da corrente sanguinea [1, 21, 26].

No micro-encapsulamento, os ilhéus séo individualmente encapsulados (ou em pequeno
ndmero, no maximo trés), em microcapsulas esféricas com didmetros variaveis entre 0s
0,02 - 1,5 mm. Esta conformacdo permite aumentar a relacdo superficie/volume,
vantajosa para a difusdo de oxigénio e nutrientes, traduzindo-se numa melhoria da
viabilidade celular. Permite ainda uma resposta mais eficiente das células as alteracdes
da concentracdo de glicose, sem o0 atraso da secrecdo de insulina observado nas
macrocapsulas. Outras vantagens dizem respeito a sua estabilidade mecéanica, a
facilidade e diversidade de tecnologias para a sua preparacao, e ainda, pela reducéo do
tamanho, a facilidade do seu implante. Como desvantagem, surge a maior dificuldade da
sua recuperacao no caso da faléncia do implante [1, 21, 22, 26].

Uma conformacéao descrita mais recentemente permite o encapsulamento dos ilhéus com
uma fina membrana através de métodos de conformal coating. Esta recorre a técnicas
como polimerizacao interfacial [27], layer-by-layer por deposicdo de poli-eletrélitos [28],
interaccao hidrofébica [29, 30] ou reaccdo quimica [31] a superficie das células, e ainda
conformal coatings com células vivas [32]. Apesar de apresentarem a vantagem de
restringir o tamanho do implante ao tamanho do material a encapsular, estes métodos
necessitam de aperfeicoamento pois demonstram uma estabilidade e suporte mecéanico
limitados [1, 21]. Desta forma, o micro-encapsulamento dos ilhéus continua a ser a
metodologia mais vantajosa e, por isso, a mais usada em ensaios em modelos animais e

também em ensaios clinicos [1, 33].

2.1.2 Locais de implante

Os locais para o implante do péancreas bio-artificial devem idealmente cumprir

determinados requisitos como: 1) garantir boa vascularizagdo, permitindo o suprimento
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de nutrientes e oxigénio as células encapsuladas e ainda garantir uma resposta secretora
de insulina eficaz, sensivel as flutuagbes da concentracdo da glicose sanguinea; 2)
oferecer suporte mecénico necessario ao implante e 3) permitir o implante com uma
cirurgia minimamente invasiva, bem como a remog¢do do mesmo caso algum problema
ocorra [1].

Desde o trabalho pioneiro de Shapiro e seus colaboradores, os transplantes de ilhéus ndo
encapsulados recorrem a sua infusdo através da veia porta, e estes alojam-se nos
sinusoides hepaticos [14]. Com o0 micro-encapsulamento, o volume a implantar
inevitavelmente aumenta e o didametro dos ilhéus encapsulados €, em média, o triplo dos
ilhéus nus, dificultando assim o implante no figado [1, 21]. Juntamente com algumas
limitacdes descritas no implante hepatico, como a resposta inflamatéria aguda mediada
pelo contacto directo com a corrente sanguinea, o contacto com os niveis elevados de
glicose, a baixa tencdo de oxigénio e ainda a exposicédo a farmacos que se concentram
no figado, impulsionaram a investigacao de novos locais de implantacédo [1, 16]. Muitos
locais alternativos ao figado, como diferentes 6rgaos, tecidos ou submucosas, tém sido
alvo de estudo para o implante dos ilhéus em modelos animais [16, 26]. A dificuldade
centra-se em encontrar um local que possua a vascularizacdo desejavel, que consiga
albergar o volume necessario para o implante e ainda, mimetizando o que ocorre
naturalmente, que proporcione a libertacdo da insulina junto da veia porta [16]. Para o
implante dos ilhéus micro-encapsulados em roedores, os locais mais frequentemente
usados sdo a cavidade peritoneal e 0 espaco subcutaneo [1, 34]. Em ensaios em
humanos, estes sdo 0s Unicos locais descritos para o implante quer de ilhéus micro-

encapsulados quer de macrocdpsulas [1, 33].

2.1.3 Materiais usados

O sucesso dos sistemas bio-artificiais depende grandemente dos materiais usados e dos
métodos para a sua preparacgdo. Para garantir a funcionalidade dos implantes, os
biomateriais necessitam cumprir determinados requisitos fundamentais, resumidos na
Tabela 1.

Os materiais usados no imuno-isolamento celular categorizam-se em nédo-poliméricos
(inorganico) e poliméricos.

Os materiais inorganicos, como o silicone e os ceramicos, permitem um melhor controlo
do tamanho do poro relativamente aos materiais poliméricos organicos [35, 36], mas estédo
associados a condi¢cdes de fabrico complicadas sendo ainda desfavoraveis para o

encapsulamento celular [35]. Para além disso, as técnicas usadas restringem-se



maioritariamente ao fabrico de macrocépsulas, limitando a escolha do local de implante
[22, 24].

Tabela 1: Caracteristicas dos biomateriais para o desenvolvimento de sistemas bio-artificiais

Propriedades quimicas, Facilidade de processamento para as propriedades
formulacé@o/processamento desejadas

Reprodutibilidade das propriedades desejadas
Obtencdo com a méxima pureza
Possibilidade de esterilizacdo e manuseamento asséptico

Propriedades Propriedades mecanicas adequadas a aplicagéo

mecanicas
Interaccdo com o Estabilidade fisico-quimica adequada para o tempo de vida
hospedeiro do implante

Nao-citotdxico, ndo-tumarigénico e ndo-trombogénico

Interaccdo com as células

N&o-citotdxico
encapsuladas

Capaz de proteger e manter a viabilidade e funcdo celular ao
longo do tempo

Os materiais poliméricos sdo os mais usados para 0 encapsulamento de células para
imuno-isolamento [1] (Tabela 2). Estes materiais dividem-se em polimeros de origem
natural e polimeros sintéticos. Com o0s naturais, usualmente formam-se hidrogéis,
amplamente usados gracas as suas propriedades semelhantes as dos tecidos e a sua
elevada biocompatibilidade [1, 22, 26]. Assim, varios polimeros naturais de composicao
polissacaridica ja foram testados no encapsulamento de ilhéus, tais como o alginato, a
agarose, 0 quitosano, o colagénio e a celulose, dos quais o alginato é o polimero natural
usado por exceléncia [22, 26, 37, 38].

Os polimeros sintéticos permitem um controlo maior sobre a estrutura e propriedades dos
materiais, e maior facilidade de processamento [22]. No entanto, muitos dos processos
de fabrico recorrem a compostos téxicos que, posteriormente, se nao forem eliminados
de forma completa, afectam a viabilidade celular [1, 22, 26]. Polimeros sintéticos como
polietilenoglicol (PEG), polietilenoimina (PEI), poli(N,N-dimetilacrilamida), poli(éter
sulfona), poliuretano, &lcool polivinilico (PVA) e politetrafluoretileno (PTFE), ja foram

testados no encapsulamento de ilhéus [22, 26]. Destes, 0 PEG é o mais usado, gracas a
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sua biocompatibilidade, as propriedades hidrofilicas e a capacidade de evitar a adeséo
inespecifica de proteinas [26].

Para o encapsulamento celular, e especificamente para o desenvolvimento do pancreas
bio-artificial, os sistemas mais usados séo os hidrogéis [24] e o alginato € o polimero mais
frequentemente utilizado [23, 37, 38].

Tabela 2: Polimeros mais usados para o desenvolvimento do pancreas bio-artificial

Naturais Sintéticos

Alginato Polietilenoglicol (PEG)

o
HO ~" “OH

Agarose Alcool polivinilico (PVA)
HO OH
5 2 OH
H.. 0 T 4 TOH
\o . o
OH HO n

3. Hidrogéis de alginato

O alginato é um polimero natural aniénico e hidrofilico, extraido maioritariamente de algas
castanhas [39]. Os alginatos constituem uma familia de polissacarideos nao ramificados,
podendo conter quantidades varidveis de dois acidos poliurénicos, o acido B-D-
manoronico (M) e o &cido a-L-gulurénico (G), ligados por ligagbes (1,4)-glicosidicas. Estes
monomeros distribuem-se em blocos, podendo constituir regiées apenas com um dos
residuos (M ou G) ou regides em que estes se alternam de forma aleat6ria. Os blocos G
e M apresentam diferengas de conformacéo e, consequentemente, afectam a flexibilidade
do polimero (Figura 4-A) [39]. Na presenca de catides multivalentes como o caso do Ca?*,
0 mais usado para aplicagbes biomédicas, o alginato forma hidrogéis por um processo

apelidado de gelificacé@o ionotropica (Figura 4-B).
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Figura 4: Estrutura quimica e gelificacdo ionotrépica do alginato. (A) Diferentes estruturas
guimicas e conformacgdes, dependentes da composicdo do alginato em blocos de acido
gulurénico (G) ou acido manurénico (M). (B) Formagéo do modelo “egg-box” pela interacgédo
do célcio com o alginato.

No alginato de sodio, a gelificag@o ocorre pela troca dos catides de sddio dos residuos de
acido gulurénico com os catides de calcio. A essa ocupagdo das cavidades
electronegativas por parte do Ca?* e arranjo dos residuos de acido gulurénico chamou-
se, por analogia, modelo de “caixa de ovos” (egg-box). Neste processo, o calcio tem maior
afinidade para os residuos G do que para os residuos M. Assim sendo, um hidrogel

formado com alginato com elevado conteiddo em monémeros G é mais estavel e rigido,
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qguebradico e poroso do que um formado com alginato com baixo contetdo em G que, por
sua vez, forma hidrogéis mais elasticos e flexiveis, menos porosos e menos estaveis.
Estas caracteristicas também séo influenciadas pela concentragdo do polimero, o seu
peso molecular e ainda a concentragdo do catido gelificante [37-39].

O alginato nao interfere com a funcionalidade das células encapsuladas e é dos poucos
polimeros que permite a formacdo de hidrogéis em condi¢des fisiologicas. O
encapsulamento pode ser efectuado a temperatura corporal, a pH fisiolégico e em
solugdes isotonicas. Esta capacidade de formar, em condi¢Bes fisiolégicas, hidrogéis
altamente biocompativeis que fornecem um ambiente tridimensional, com caracteristicas
semelhantes a matriz extracelular como a elasticidade e a elevada permeabilidade gracas
ao elevado conteddo em agua, e ainda a reduzida tensado superficial, minimizando a
adsorcao de proteinas e adesao celular (também pela sua carga negativa), tornam este
polimero extremamente atractivo para o encapsulamento celular [35, 36, 38]. A
possibilidade de funcionalizar estes hidrogéis, podendo modular as suas propriedades
fisico-quimicas e ainda podendo dota-los de actividade biolégica, tem sido explorada para
melhor suprir as necessidades das células encapsuladas no ambiente desafiante apos o
implante [35, 38]

3.1 Tecnologias para producédo dos hidrogéis de alginato

Véarios métodos tém sido desenvolvidos para o encapsulamento de células em hidrogéis
de alginato [37, 40]. A maioria baseia-se na gelificacdo ionotrépica do alginato na
presenca de catides multivalentes [23, 37]. O catido mais vulgarmente usado é o célcio,
embora também se use o bario [38]. O alginato também pode interagir com polimeros
catibnicos como o caso do quitosano [41, 42], da poli-L-lisina (PLL) [43, 44] e da poli-L-
ornitina (PLO) [45, 46], formando complexos poli-electroliticos. Um método usual produz
hidrogéis de alginato-policatido-alginato nos quais, apos a gelificacdo do alginato, se
forma um poli-electrolito & superficie pela complexagédo de PLL ou PLO e novamente
alginato [38, 46]. Alguns autores sugerem que as capsulas formadas com PLO sdo mais
estaveis e com melhor capacidade imunoprotectora [38, 46]. A Ultima camada de alginato
€ adicionada por reduzir a toxicidade dos polimeros catidnicos ndo complexados na
primeira [47]. Este método melhora a estabilidade mecanica e a capacidade de
imunoprotecc¢do destes hidrogéis, pela diminui¢cdo do poro do sistema [38].

Tipicamente, a suspensao do alginato com os ilhéus é extrudida por uma agulha formando
goticulas que, depois de gelificadas, formam hidrogéis esféricos. Quando apenas é usada
a forca da gravidade, as esferas atingem um didmetro médio de 2000 um [23, 40]. O

desenvolvimento de técnicas mais avancadas pretende formar goticulas mais pequenas



e com uma menor variabilidade na distribuicdo de tamanhos [23, 40]. Assim, sistemas de
extrusdo sofisticados que recorrem a outras forgas como € o caso do fluxo coaxial de ar,
da forca electrostatica ou do corte/vibracdo de jacto laminar, permitem a reducédo das
goticulas de alginato que, através da gelificacdo, formam microsferas mais pequenas (200
- 350 um) [23, 40]. No entanto, a medida que o tamanho diminui, encapsulamentos
inapropriados podem ocorrer, levando ao aumento da faléncia celular [48]. Uma vez que
o diametro médio dos ilhéus é de 150 um, alguns autores sugerem que, recorrendo a
estas metodologias, atingir um didmetro médio de 350 um é o ideal para garantir o
sucesso do encapsulamento dos mesmos [23]. Calafiore e seus colaboradores
descreveram um método radicalmente diferente de dupla emulsdo aquosa de
alginato/PEG/Ficoll, em que os ilhéus ficam rodeados por finas membranas [49]. Por fim,
alguns métodos de conformal coatings permitem encapsular os ilhéus em alginato
recorrendo a diferentes processos como a precipitacdo interfacial [23, 50] e o layer-by-
layer [51]. Nestes métodos, o tamanho final depende do tamanho do material a
encapsular, pelo que o diametro final ndo excede os 200 um [23]. Modificacdes quimicas
na cadeia do alginato [52], e a introducéo de PEG [53-55], também tém sido exploradas
para o encapsulamento de ilhéus ou células beta em materiais de base alginato.

A Figura 5 mostra as tecnologias usadas para a producéo dos hidrogéis de alginato para

0 encapsulamento de ilhéus, bem como os tamanhos médios obtidos.

Extruséo classica
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Figura 5: Tecnologias usadas para o encapsulamento de ilhéus em hidrogéis de alginato e
tamanhos médios obtidos.
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4. Limitacdes e obstaculos da aplicacdo do pancreas bio-artificial

Reportados em ensaios com modelos animais e em humanos, séo varios os factores que
comprometem a viabilidade dos ilhéus encapsulados, tais como a deficiente
biocompatibilidade e instabilidade dos materiais, a imunoproteccéo limitada e a hipdxia,
grandemente interligados por um acontecimento comum, a resposta imunitaria [18, 56,
57]. Embora os estudos publicados mostrem a funcionalidade desta metodologia por
longos periodos de tempo, uma vez que as células encapsuladas sao alvo de agentes e
condicdes nefastas que podem levar a sua morte, 0 numero necessario de ilhéus para
que o implante mantenha a sua funcionalidade é muito elevado que, como referido
anteriormente, € uma das limitacdes desta metodologia [1, 38]. Algumas reaccdes
imediatas causam a morte a uma percentagem de células e, pela ac¢do de factores que
prejudicam a viabilidade celular com o decorrer do tempo, outras vao-se perdendo e assim

a faléncia do implante torna-se inevitavel [18, 38, 56].

4.1 Resposta imunitéaria

A resposta imunitaria, desencadeada por varios factores como a cirurgia, a resposta a um
corpo estranho e ainda por mediadores libertados pelas células encapsuladas, esta

representada na Figura 6.

4.1.1 Cirurgia

O sistema imunitario do hospedeiro comeca por ser activado pela cirurgia que, por menos
invasiva que seja, activa a imunidade inata pelo trauma (Figura 6). Proteinas como o
fibrinogénio, a trombina, a histamina e a fibronectina sdo libertadas nos tecidos
danificados e gragas a sua quimiotaxia, recrutam células inflamatorias, maioritariamente
macrofagos e neutrofilos [1, 16, 38]. Estas células activadas levam a libertagdo de
mediadores inflamatérios como a interleucina 1 beta (IL-18), o 6xido nitrico (NO) e o factor
de necrose tumoral alfa (TNF-a) que, para além de manterem o ambiente inflamatério
num ciclo vicioso, pela sua pequena dimenséao, atravessam livremente a membrana que

rodeia as células e exercem os seus efeitos nefastos nas mesmas [16, 23, 25, 38].

4.1.2 Deficiente biocompatibilidade e instabilidade dos materiais

A reaccdo imune a introducéo de um corpo estranho é normal (Figura 6), mas esta pode

ser exacerbada se o organismo estiver na presenca de matérias com deficiente



biocompatibilidade, levando ao crescimento fibrotico severo em torno do implante,
responsavel pela morte das células encapsuladas, maioritariamente por necrose [23, 38].
No encapsulamento com alginato, a biocompatibilidade do implante depende
grandemente da composicao do alginato, da sua pureza e da integridade dos hidrogéis
[23, 38]. E necessario garantir que o polimero esta livre de contaminagdes com metais
pesados, polifendis, proteinas e endotoxinas. Processos de purificacdo do alginato tém
contribuido grandemente para o sucesso dos implantes [58]. Com alginatos ultrapuros
ndo se observa a adsorcao inespecifica de proteinas, a adesao celular e o crescimento
de fibroblastos, mas apenas um aumento temporario de macrofagos e granulécitos,
caracteristicos da activagéo da resposta imunitaria [58].

A constituicdo quimica, influente nas caracteristicas dos hidrogéis formados, é também
muito importante na sua imunogenicidade. Alginatos com elevado conteudo de residuos
M (> 90%) estimulam uma resposta imunitaria mais severa. In vitro, demonstrou-se que
estimula os monécitos [59] e in vivo, identificaram-se anticorpos anti-alginato [60].

Por fim, a forma e a integridade das microsferas influenciam a reposta do organismo ao
material. Encapsulamentos inadequados geram protuberéncias capazes de recrutar uma
resposta imune e capsulas com uma superficie rugosa também levam a um aumento da
resposta inflamatdria dos tecidos [61]. A perda gradual da estabilidade e integridade dos
hidrogéis ao longo do tempo aumenta a interac¢cdo células-hospedeiro e a resposta dai
subjacente. A estabilidade das microsferas de alginato depende da sua interaccdo com
os iBes de calcio e, quando presente, do complexo poli-electrolitico formado pela
interaccdo com polimeros policatiénicos. Em condic@es fisioldgicas, os ides de calcio
podem ser trocados pelos de sodio, diminuindo a reticulacdo das cadeias e causando
alteracBes osmdticas que levam ao swelling e destabiliza¢do das microcapsulas [62]. No
entanto, a literatura reporta a sua estabilidade em pequenos roedores, animais de maiores
dimensdes e em humanos, durante anos [63].

As questdes acima descritas abordam maioritariamente a biocompatibilidade na
interac¢cdo com o hospedeiro, no entanto, a biocompatibilidade destes sistemas também
se prende com a interac¢do do hidrogel com as células encapsuladas. Neste aspecto,
este polimero demonstra néo interferir com a funcéo das células encapsuladas e, através
da formacé&o de hidrogéis tridimensionais, traz vantagens na sua fungéo [37, 38]. Métodos
gue aumentam a interacgdo das células com o material, mimetizando a sua interac¢céo

com a matriz celular, permitem uma biocompatibilidade ainda mais eficiente [64].
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4.1.3 Células encapsuladas

A libertacdo de mediadores inflamatérios pelos ilhéus encapsulados, que sofreram o
stress do isolamento e encapsulamento, contribui também para o ambiente inflamatério
do local e para o desencadeamento de uma resposta imunitaria adaptativa (Figura 6).
Desta forma e uma vez mais, mediadores inflamatérios de baixo peso molecular como a
IL-1B, o TNF-a e a proteina quimiotactica de mondcitos-1 (MCP-1), atravessam livremente
a membrana, levando ao recrutamento e activacdo de células do sistema imunitario,
mantendo o ciclo vicioso de ambiente inflamatério [1, 25, 38]. Por outro lado, pequenos
antigénios sao libertados pelas células encapsuladas e captados pelas células
apresentadoras de antigénios, induzindo uma resposta adaptativa celular e humoral [16,
23, 65].

N LAY
Ve,
-1{; Cirurgia

©)

Resposta
@ corpo estranho

(TNF-q, IL-1B8, NO...)
IMUNIDADE
INATA

o 010
Y O\\ IMUNIDADE

ADAPTATIVA

Figura 6: Representac@o esquematica da resposta imunitaria ao implante de ilhéus micro-
encapsulados. A cirurgia (1) e a introducdo de um corpo estranho (2) levam a activacéo da
imunidade inata com recrutamento maioritariamente de macréfagos e neutrdéfilos. A libertagédo
de mediadores inflamatorios das células encapsuladas (3) contribui para um ciclo vicioso de
inflamacédo nas redondezas do implante. Este ambiente, juntamente com a libertacdo de
antigénios das células encapsuladas (4) levam a activagao da imunidade adaptativa celular e
humoral.

TNF-a - factor de necrose tumoral alfa; IL-1B - interleucina 1 beta; MCP-1 - proteina
quimiotactica de mondcitos-1; NO - Oxido nitrico.



4.2 Imunoproteccdao limitada

Neste ambiente inflamatdrio, as células encapsuladas mantém-se protegidas do ataque
dos anticorpos e células do sistema imunitario, pois estas entidades de elevado peso
molecular/tamanho ndo conseguem atravessar a membrana imuno-isoladora [1]. No
entanto, as células encapsuladas estéo vulneraveis a ac¢éo de citocinas pré-inflamatorias
ja referidas e de espécies reactivas de oxigénio (ROS) que, por terem um peso molecular
baixo, atravessam livremente a membrana e exercem efeitos deletérios nas células
encapsuladas, causando citotoxicidade [1, 25, 38] (Figura 6). Membranas com poros que
permitam a livre passagem da insulina, dificilmente poderdo impedir a passagem destas
entidades [1, 38]. Desta forma, outras estratégias sdo essenciais para permitir uma

imunoproteccdo adequada das células encapsulas.

4.3 Hipoxia

A baixa concentracao de oxigénio a que os ilhéus encapsulados sao sujeitos pode dever-
se a diferentes factores como o tamanho das capsulas, o local de implante e ainda a
resposta imunitaria decorrente [1, 25, 65].

A facilidade de acesso ao oxigénio é inversamente proporcional ao tamanho das
cépsulas, razdo pela qual é crucial desenvolver metodologias que reduzam o seu
tamanho. Capsulas maiores dificultam a chegada de oxigénio as células encapsuladas,
bem como o acesso aos nutrientes e glicose e, pelo mesmo motivo, a secre¢ao de insulina
também sofre um atraso [1, 21].

A escolha do local de implante também é fundamental para a eficaz irrigacéo dos ilhéus,
garantindo o sucesso do implante. Sem acesso directo a rede vascular, pela destruicéo
da rede de microvasos durante o seu isolamento e pela presenca da matriz polimérica
apos encapsulamento, o implante dos ilhéus deve privilegiar um local com uma boa
irrigacéo [16]. Assim, diferentes locais influenciam o grau de hipdxia a que as células sdo
sujeitas. A dificuldade passa por encontrar um local que albergue o nimero de ilhéus
encapsulados necessarios para o sucesso do implante e que, ao mesmo tempo, tenha
uma rede vascular apropriada. A cavidade intraperitoneal é usualmente o local mais
usado pelo espaco que dispde, embora relatos de agregacédo das esferas, fibrose e
hipoxia tém sido enumerados [1, 25]. A combinagcdo da reducdo do tamanho das
particulas para a exploracdo de novos locais e de estratégias de vascularizagdo dos locais
de implante trardo vantagens na reducédo da hipoxia e melhoria da funcéo celular [1].

Por fim, a hipoxia também decorre das respostas inflamatdrias severas e cronicas, que

levam ao recrutamento de macréfagos e outras células do sistema imunitario, que
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culminam em crescimento fibrético ndo acompanhado pela formagédo de novos vasos.
Desta forma, as células sé@o privadas de oxigénio e nutrientes levando a sua morte por
necrose [56].

5. Em busca de solugdes

Clarificados os principais factores implicados na perda progressiva das células insulares
gue conduzem a faléncia do pancreas bio-artificial, os Gltimos avan¢os na investigacao
cientifica pretendem encontrar solu¢des apropriadas para estes problemas. A Figura 7
representa as estratégias que poderdo solucionar as limitacdes reportadas nesta
metodologia, melhorando a viabilidade das células encapsuladas e consequentemente a
fungdo do implante.

Imobilizac&o de enzimas
|

Imobilizacéo de substancias sequestradoras
y’ das citocinas pro-inflamatérias

Imobilizac&o de substancias insulinotrépicas

Imobilizacéo de substéancias
sequestradoras de ROS

o... Libertag&o controlada de
° bio-substancias de interesse

Vascularizagdo Membranas Controlo do microambiente
eficiente finas e estaveis no local de implante

Figura 7: Estratégias fundamentais para a melhoria da funcionalidade do implante do
pancreas bio-artificial.
ROS - espécies reactivas de oxigénio.

5.1 Melhoria da estabilidade dos hidrogéis

Um dos desafios fisico-quimicos associados ao micro-encapsulamento é a estabilidade
das cépsulas ao longo do tempo. Como abordado na secc¢do 4.1.2, a estabilidade das
microcapsulas de alginato depende das interac¢des do polimero com os ibes de célcio e,
guando presente, com os policatides do complexo poli-electrolitico. Nos fluidos biolégicos,
os ides de célcio podem ser trocados pelos de soédio, diminuindo a reticulacdo das

cadeias, causando a destabilizacdo das microcdpsulas [37, 62]. Diferentes catides ja



foram testados na gelificacdo ionotropica do alginato, assim como diferentes poli-
electrdlitos na tentativa aumentar a forca da interacgéo entre estas entidades [23].

O recurso a métodos de layer-by-layer, baseados em poli-electrélitos como o poliestireno
sulfonato/hidrocloreto de polialilamina (PSS/PAH), foram testados pela deposicdo deste
poli-electrélito em membranas de alginato-PLO [51]. Este estudo demostrou um aumento
da resisténcia das microcapsulas a tensao causada pela proliferacdo das células beta
MING e teve um efeito minimo na secrec¢éo e difusao da insulina [51].

Acrescentar ligacbes covalentes estaveis no hidrogel é uma estratégia que permite
colmatar a fragilidade das interaccbes electrostaticas usuais e, assim, aumentar a
integridade dos sistemas [62]. Exemplos como a estabilizacédo covalente dos hidrogéis de
alginato através de ligacbes Staudinger proposta por Gattas-Asfura et al. descreve a
modificacdo do alginato e a sua posterior ligacéo a reticulantes de base PEG, aumentando
a estabilidade do sistema sem comprometer a viabilidade de células beta e ilhéus [66].
Noutro estudo, o alginato mantem-se intacto e cria-se uma rede de alginato interpenetrado
com o polimero de polietilenoglicol diacrilato (PEGDA) [53]. Desta forma, para além das
interaccdes ionicas do alginato com o calcio, através da fotopolimerizacdo formam-se
ligacBes carbono-carbono resultantes da presenca de PEGDA, melhorando a estabilidade
deste sistema, que demonstrou manter a viabilidade e capacidade de secrecédo de insulina

dos ilhéus encapsulados [53].

5.2 Diminui¢&o do tamanho dos dispositivos

Como abordado nas seccdes anteriores, a diminuicdo do tamanho trard vantagem para
as células encapsuladas, melhorando o acesso ao oxigénio e nutrientes e melhorando a
resposta secretora das células. Por outro lado, um menor volume a implantar permitira
explorar novos locais de implante que ndo a cavidade peritoneal, que possam apresentar
caracteristicas mais vantajosas para a sobrevivéncia celular [1].

As metodologias que permitem diminuir as goticulas de alginato para gelificacéo externa
diminuem o tamanho dos hidrogéis, mas incorrem no risco de encapsulamentos
ineficientes [23]. O método de emulsdo parece colmatar esse risco, formando finas
membranas de alginato a rodear os ilhéus que podem depois interagir com policatides,
formando poli-electrélitos [49]. Com o desenvolvimento dos conformal coatings, a
espessura final das membranas pode ser reduzida a apenas 30 um por processos de
precipitacdo interfacial [23, 50], polimerizacao interfacial [67], layer-by-layer por deposi¢éo
de poli-electrélito [28, 29], interaccdo hidrofébica [29, 30] ou reaccdo quimica [31] a
superficie das células e ainda conformal coatings com células vivas [32]. Nestas

metodologias, recorre-se maioritariamente a polimeros sintéticos como o PSS, o PAH e a

21



22

PEI para as interacgfes electrostaticas, PEG-lipido e PVA-alquilo para a interac¢édo
hidrofébica na membrana das células a encapsular e PEG-NHS (PEG com éster de N-
hidréxido succinimida) para a reac¢do covalente com grupos amina na superficie celular
[21]. Apesar de apresentarem a vantagem de restringir o tamanho do implante ao tamanho
do material a encapsular, estes métodos necessitam de aperfeicoamento pois
demonstram uma estabilidade e suporte mecanico limitados [1, 21].

5.3 Funcionalizagdo com bio-substancias

As funcionaliza¢des dos hidrogéis podem dizer respeito a introdugéo de grupos quimicos
de interesse, modulando propriedades fisicas ou quimicas ou ainda a introducdo de
determinadas substancias bio-activas, criando assim propriedades biolégicas ou
farmacoldgicas de interesse [1] (Figura 7).

A melhoria da biocompatibilidade, essencial para a funcdo do implante, pode ser
alcancada pela imobilizacdo nos hidrogéis (por encapsulamento ou pelo seu enxerto
covalente no polimero) de proteinas da matriz extracelular ou pequenos péptidos
presentes nas proteinas da matriz, promovendo assim a interaccdo das células
encapsuladas com estes componentes [16, 62]. Mimetizar o nicho celular tridimensional
in vivo, privilegiando a interaccéo das células com a matriz extracelular, € crucial para a
sua sobrevivéncia e funcéo [68]. A modificacdo dos hidrogéis com o péptido Arginina-
Glicina-Aspartato (RGD), presente nos componentes da matriz extracelular, € a
metodologia mais usada para promover essa interaccao [69].

A funcionalizacdo dos hidrogéis também permite, através da adi¢cdo de bio-sustancias,
dota-los de capacidade protectora, evitando a perda das células encapsuladas, e ainda
melhorar a funcdo das mesmas por introdu¢cdo de compostos farmacologicos [1]. No
campo do transplante de ilhéus/células beta, exemplos de funcionalizagbes estdo
apresentados na Tabela 3 que, uma vez mais, sdo aplicados maioritariamente a polimeros
sintéticos.

Devido ao aprisionamento directamente nos hidrogéis e ao desenvolvimento de sistemas
de libertacdo controlada de farmacos, a administragdo sistémica de alguns farmacos
deixou de ser uma opc¢ao no transplante de ilhéus encapsulados pois estes métodos
permitem que a accdo das substancias de interesse se restrinja ao local de implante [1,
16]. Desta forma, é possivel controlar localmente o microambiente do implante, através
da imuno-modulagéo e a facilitagdo de requisitos celulares importantes para manter a
funcionalidade celular, traduzindo-se assim no sucesso do implante. Estas estratégias
podem também permitir a redugdo do nimero de células necessérias para a viabilidade

do implante e ainda o envolvimento de outras fontes de células.



Tabela 3: Funcionalizagbes com substancias bio-activas para o desenvolvimento do
pancreas bio-artificial

Actividade biolégica Bio-substancia Polimero funcionalizado  Ref.
PEG [70]
Urocinase
PVA [71]
Urocinase e heparina PEG [72]

Anticoagulante/
Fibrinolitica/

Inibitéria do sistema Trombomodulina PEG [73]

complemento
Urocinase e trombomodulina PEG [74]
CR1 e heparin PEG [75]
CR1 Agarose [76]
Péptido anti-IL-1 PEG [77]

Anti-inflamatoria

Péptido anti-TNF-a PEGDA [78]
Anti-oxidante SOD PEGDA [79]
Pré-apoptoética Anticorpo monoclonal anti-Fas PEGDA [80]
Insulinotrépica GLP-1 PEGDA [81]
Pré-angionénica VEGF Alginate [82]

CR1 - receptor 1 do complemento; IL-1 - interleucina 1; TNF-a - factor de necrose tumoral alfa; SOD -
superoxido dismutase; VEGF - factor de crescimento endotelial vascular; GLP-1 - glucagon-like peptide-
1; PEG - polietilenoglicol; PVA - &lcool polivinilico; PEGDA - polietilenoglicol diacrilato

5.4 Vascularizagao

Como descrito na sec¢éo 4.3, quando o local de implante ndo fornece a rede vascular
necessaria para o suprimento de oxigénio e nutrientes aos ilhéus encapsulados, os
processos de necrose sao frequentes [16]. Uma solugdo pode passar pela pré-

vascularizacdo do local de implante antes do transplante ou ainda promover a
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vascularizacdo juntamente com o transplante [1, 16]. Para tal, diferentes sistemas de
libertacdo controlada permitem a libertacdo de substancias angiogénicas, como é o caso
do factor de crescimento endotelial vascular (VEGF) [1]. O transplante de ilhéus para
locais pré-vascularizados ja mostrou uma melhoria na sobrevivéncia dos mesmos [83,
84]. Um estudo recente demostra que, também através da funcionaliza¢éo do alginato,

recorrendo & quimica das carbodiimidas, é possivel introduzir o VEGF no hidrogel,
promovendo a angiogénese no transplante de ilhéus de ratinho encapsulados [82].

5.5. Novas fontes celulares

Uma das limitacGes da terapia celular para o tratamento da diabetes é a escassez de
dadores alogénicos de ilhéus, impulsionando assim o estudo de fontes de células
xenogénicas [22, 26]. Relativamente a outras espécies, 0 uso de ilhéus de porco mostram-
se favoraveis, pois estes sdo morfologicamente idénticos aos ilhéus humanos e a insulina
de porco e humana possuem uma grande homologia [22, 85]. No entanto, transplantes
Xenogénicos acarretam o risco de infeccdes virais ou por prides e induzem uma resposta
inflamatéria mais agressiva que, na auséncia de barreiras que permitam uma
imunoproteccdao eficiente, podem levar a faléncia do implante [85, 86)].

A possibilidade de usar fontes alogénicas ou autogénicas surge com o desenvolvimento
e recurso a linhas de células beta imortalizadas, com a reprogramacdo das células
exdcrinas em células produtoras de insulina e, ainda, a possibilidade de diferenciar as
células estaminais em células beta funcionais [22, 26, 87].

No campo das linhas imortalizadas, Ravassard et al. descreveram um processo que
permite a criagdo de uma linha de células beta humanas, as EndoC-BH1, que
evidenciaram uma resposta secretora adequada aos niveis de glicose [88].

O tecido exdcrino pancreatico, descartado no isolamento dos ilhéus, pode ser também
uma fonte de células beta, obtidas do mesmo dador [89]. Através da reprogramacao das
células acinares, pela introducdo de vectores que induzem a expressao de factores de
transcricdo pancreaticos, é possivel reprogramar e diferenciar estas células em células
beta produtoras de insulina [89, 90].

Relativamente as células estaminais, as embrionarias, sendo células pluripotentes,
podem dar origem a qualquer tipo de célula. Sendo auto-renovaveis, apresentam uma
fonte inesgotavel de células que se podem diferenciar, através de processos complexos
na presenca da combinacgéo de factores de crescimento e outros mediadores, em células
beta [91]. A complexidade deste processo levou a que, depois de obtidas as células

progenitoras endocrinas, estas sejam implantadas e sofram a sua maturacao in vivo [92].



Com as células estaminais pluripotentes induzidas (iPSCs), surge a possibilidade de
reprogramar células adultas, permitindo assim o uso das células do préprio doente o que
facilita a transplantacéo por se tratar de um implante autélogo [93]. Uma vez mais, através
da expresséao de determinados genes, € possivel converter as células adultas em células
pluripotentes semelhantes as células estaminais embrionarias e reprograma-las para a
sua diferenciacdo em células beta [94].

A criacdo de células beta funcionais, com uma secrecdo apropriada de insulina é um
processo muito complicado e, apesar da intensa investigacao nos ultimos anos, alguns
métodos falham nesse objectivo [22]. O risco de mutagénese e a toxicidade viral aquando
do uso de vectores virais, sdo problemas que podem limitar estes métodos de engenharia
celular [26]. Por outro lado, as células beta individualizadas carecem da interac¢do com
0s outros tipos de células presentes nos ilhéus e que ja mostraram ser importantes na
complexa regulacdo da sintese de insulina [22]. Para colmatar a menor funcionalidade
das células beta individualizadas, a criacéo de esferdides também apelidados de pseudo-
ilhéus, favorecendo o contacto célula-célula, ja mostrou conduzir a uma viabilidade e
funcéo secretora melhorada das células beta nesta conformacéao [95, 96].

O contributo de outros tipos celulares recorrendo ao co-transplante pode, através do seu
secretoma, ajudar na proteccdo das células beta encapsuladas e na melhoria da sua
funcdo [1]. Células estaminais mesenquimais (MSCs) [97], mesenquimais adiposas
(AMSCs) [98] e mesenquimais da medula 6ssea (BM-MSCs) [98], células da endoderme
renal (HEK 293) [99] e células de Sertoli [100] sdo exemplos ja testados no transplante

de ilhéus.

6. Ensaios clinicos

O primeiro ensaio clinico levado a cabo nesta area data de 1994 [101]. Soon-Shiong et al.
reportam um transplante de ilhéus humanos encapsulados num doente com diabetes tipo
1 imunodeprimido pelo implante de um rim. Um total de 15000 IEQ/kg foram encapsulados
em alginato-PLL e implantados na cavidade peritoneal. A insulino-independéncia foi
mantida durante 9 meses apos o implante [101]. Este resultado promissor veio confirmar
a possibilidade do uso de ilhéus encapsulados para atingir um bom controlo glicémico em
doentes com diabetes tipo 1, semelhante aos resultados obtidos com a infusdo dos ilhéus
ndo encapsulados através da veia porta. Desmistificado o uso de polimeros para o
encapsulamento de ilhéus num ensaio clinico, seguram-se varios ensaios em humanos

recorrendo a diferentes tipos de péancreas bio-artificial (Tabela 4). O micro-
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encapsulamento em hidrogéis de base alginato é o método mais usado, e o implante
ocorre maioritariamente na cavidade peritoneal [33, 102]. Fontes alogénicas e
xenogeénicas ja foram testadas neste procedimento [22, 33, 102].

A empresa Living Cell Technologies tem demostrado uma forte aposta no campo dos
xenotransplantes, descrevendo o encapsulamento de ilhéus de porco em microcépsulas
de alginato-PLO para o implante na cavidade peritoneal [103]. O seu site indica 0 comeco
de ensaios cinicos fase 2b/3 em 30 pacientes no ano de 2013, tendo como previsdo a
disponibilidade comercial desta metodologia em 2016 [104].

Numa consulta ao site clinicaltrials.gov, constata-se que, actualmente, estdo em fase de

recrutamento de participantes, trés novas metodologias para alotransplante [105].

Tabela 4: Ensaios clinicos de transplante de pancreas bio-artificial

Investigadores/ Ti Fontes de Locais do
ipos X -
Empresas Ilhéus implante
Soon-Shiong et al. [101] Microcapsulas de alginato-PLL Alogénico Cayldade
peritoneal
Scharp et al. [106] Camaras de difusédo de PAN-PVC Alogénico EspaAgo

subcutaneo

Calafiore et al. [107] Microcapsulas de alginato-PLO Alogénico Cayldade
peritoneal

Tuch et al. [108] Microsferas Alginato-Ba?* Alogénico Cayldade
peritoneal

Amcyte, Inc. Microcapsulas alginato-PLL Alogénico Cayldade
peritoneal

Novocell, Inc. PEG conformal coating Alogénico Cayldade
peritoneal

Xenogénico Cavidade

Living Cell Technologies Microcapsulas alginato-PLO (porco) peritoneal

Jacobs-Tulleneers- . . PPN -~ Cavidade
Thevissen et al. [109] Microsferas de alginato-Ca“*/Ba Alogénico peritoneal
Sernova Corp. Macrocapsulas Cell Pouch System Alogénico EspaAg:o
subcutaneo

PLL- poli-L-lisina; PAN - poliacrilonitrila; PVC - policloreto de polivinila; PLO - poli-L-ornitina; Ba?* -
catido bario; PEG - polietilenoglicol; Ca?* - catido calcio
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Motivacdes, objectivos e organizacéo da tese






1. MotivagOes e objectivos do trabalho

Dadas as proporc¢des epidémicas da diabetes bem como das comorbilidades decorrentes
e 0 consequente custo elevado dos tratamentos, o desenvolvimento de terapias efectivas
para esta patologia é urgente. A imunoproteccao de células produtoras de insulina (ilhéus
ou células beta) pelo encapsulamento com biomateriais de base polimérica, e seu
implante em doentes diabéticos, € uma metodologia promissora para o tratamento desta
doenca. O transplante celular restabelece a normoglicemia, enquanto o encapsulamento
promove a imunoprotec¢ao celular. Uma vez na pratica clinica, esta metodologia podera
melhorar significativamente a qualidade de vida destes doentes.

Problemas como a deficiente biocompatibilidade e instabilidade fisico-quimica dos
materiais, a imunoprotecc¢do limitada e a hipdxia celular continuam a limitar a introdugao
deste procedimento na pratica clinica. Os desafios biolégicos e fisico-quimicos na criacéo
de um sistema 6ptimo que garanta a funcionalidade do implante tém sido alvo de intensa
investigacdo nos ultimos anos, e estdo também na base do desenvolvimento deste
trabalho.

Desta forma, os objectivos do presente trabalho prenderam-se maioritariamente com o0s
desafios biolégicos ou seja, com a criacdo, e validagéo in vitro, de duas estratégias que
permitem melhorar a viabilidade e funcéo das células beta encapsuladas em hidrogéis de
alginato através de: i) criacdo de um ambiente 3D semelhante ao encontrado in vivo,
favorecendo a interaccdo célula-célula e célula-matriz extracelular e ii) criacdo de um
sistema de libertacdo de um agente insulinotropico, garantindo a sua actuacao nas células
beta encapsuladas. Apés a validacao in vitro do modelo 3D desenvolvido na estratégia i),
e por o considerarmos como basilar para o encapsulamento celular, foi também objectivo
deste trabalho a avaliacdo da sua eficacia no controlo glicémico de um modelo animal
diabético. Apesar da literatura reportar apenas a aplicacdo desta metodologia a
recipientes com diabetes tipo 1, quisemos avaliar a sua eficacia num modelo de diabetes
tipo 2, pois julgamos que este tipo de intervencdo possa também ser uma mais-valia para
o tratamento deste tipo de diabetes em diferentes fases da doenga. Pretendeu-se ainda
com este implante, caracterizar o comportamento in vivo de células beta individualizadas
de forma a uséa-las, para além dos ilhéus, como uma possivel fonte de células produtoras
de insulina.

Foi também objectivo deste trabalho funcionalizar o alginato e ainda testar algumas
metodologias para preparar os hidrogéis. Com a introdugéo de grupos quimicos novos e
de bio-substancias de interesse nos hidrogéis, pretendemos, em ensaios futuros,

melhorar 0 nosso modelo fisico-quimicamente, pela redu¢do do tamanho dos hidrogéis e
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aumento da sua estabilidade e, biologicamente, dotando-os de actividade protectora anti-
oxidante e anti-inflamatoria.

Por fim, outro objectivo deste trabalho foi isolar ilhéus de Langerhans de rato, garantindo
a sua viabilidade e fungéo secretora. Pretendemos, em ensaios futuros, encapsular os
ilhnéus no modelo 3D desenvolvido, acreditando que estas estruturas altamente
diferenciadas e adaptadas para a sintese de insulina possam ser vantajosas para o
sucesso do implante.



2. Organizacao datese

A presente tese estéd organizada em seis capitulos diferentes:

No CAPITULO 1 é apresentada uma introducéo geral ao tema do pancreas bio-artificial.
Comecando pelo enquadramento da doenca alvo, a diabetes, e a introducéo de alguns
conceitos na area, a revisdo bibliografica foca-se no encapsulamento de células

produtoras de insulina em hidrogéis de alginato para o tratamento desta doenca.

No CAPITULO 2 s&o abordados os principais objectivos do trabalho desenvolvido bem
COMo a sua organizacao e apresentacao ao longo da tese, permitindo maior facilidade de

leitura e compreenséao da sequéncia do trabalho.

O CAPITULO 3 est4 dividido em duas seccdes onde sdo apresentadas duas estratégias
gue permitem a melhoria da viabilidade e da secrecdo das células beta insulino-
produtoras INS-1E encapsuladas em hidrogéis de alginato. Na SECCAO 1, depois de
encontrado o numero ideal de células a encapsular, é avaliada a influéncia da presenca
do péptido da matriz extracelular - RGD, introduzido na cadeia de alginato pela quimica
das carbodiimidas. Os resultados demonstraram a importancia fundamental da interac¢éo
célula-matriz extracelular na melhoria da secrecéo de insulina. Na SECCAOQ 2, é descrito
e avaliado um método inovador de co-encapsulamento das células beta INS-1E com
nanoparticulas de PLGA (poli(acido lactico-co-glicélico)) contendo um agente
insulinotrépico, o GLP-1 (glucagon-like peptide 1). A libertacdo desta incretina permitiu
uma melhoria acentuada da secrecao de insulina e 0 método usado mostra-se promissor
para a libertacdo e accdo, nas células alvo, deste e de outros agentes terapéuticos de

interesse.

No CAPITULO 4, é avaliado o efeito do transplante de células beta INS-1E encapsuladas
em hidrogéis de alginato funcionalizado com o péptido RGD num modelo animal diabético
tipo 2. Depois dos resultados promissores que descrevemos, e uma vez que qualquer
incremento efectuado ao nosso modelo 3D, partirA sempre da base de hidrogéis de
alginato enriguecidos com péptidos da matriz, foi nosso objectivo caracterizar a resposta
dos animais a este modelo. Os animais melhoraram o seu perfil glicémico, demostrando

a potencialidade deste tipo de metodologia na diabetes tipo 2.

No CAPITULO 5 sdo apresentados alguns resultados preliminares e estratégias para
ensaios futuros, acreditando que trardo melhorias em aspectos fisico-quimicos e
biolégicos ao nosso modelo 3D. Na SECCAO 1 s#o descritas duas modifica¢des quimicas

do alginato, originando alginato com grupos aldeido e alginato com grupos metacrilato.
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Sao ainda testadas algumas metodologias para a preparacao dos hidrogéis com base na
gelificacdo ionotropica do alginato e interac¢éo com electrélitos. No futuro, pretendemos
aprofundar os métodos abordados e testar nas células os propdésitos das funcionalizacfes
guimicas que efectudmos e das funcionalizacdes biolégicas que estamos agora em
condi¢bes de efectuar. Na SECCAO 2, uma vez que se pretende testar o modelo 3D
desenvolvido em ilhéus, é descrito o isolamento de ilhéus de Langerhans de rato. Ap6s o
estimulo com diferentes concentracbes de glicose, os ilhéus isolados demonstram a

manutencgdo da sua fungéo secretora.

Por fim, no CAPITULO 6, é feita uma discuss&o final e tiradas as conclusées do trabalho
desenvolvido e apresentado nos capitulos anteriores e ainda abordadas as perspectivas

futuras do mesmo.



Estratégias para melhorar a viabilidade e funcéo das
células beta encapsuladas: ensaios in vitro em
modelos 3D de hidrogéis de alginato






Encapsulamento de células beta INS-1E em hidrogéis
de alginato funcionalizado com o péptido RGD






1. Introducéo

Tecnologias emergentes, como o encapsulamento e transplantacéo de células produtoras
de insulina, mostram-se promissoras para o tratamento da diabetes. Através da
imunoproteccédo celular pelo encapsulamento, o uso de imunossupressores € abolido e
surge ainda a vantajosa possibilidade do recurso a outras fontes de células para além das
da mesma espécie, permitindo ultrapassar duas das maiores limitacdes desta
metodologia. Outra limitacdo reportada prende-se com a sobrevivéncia das células
encapsuladas, colocando em causa a funcionalidade do transplante [1].

No caso do uso de ilhéus de Langerhans, durante o seu isolamento, 0 microambiente é
destruido pelos processos de digestdo enzimatica e mecéanica. Ocorre a perda da rede
vascular e a destruicdo da matriz extracelular, conduzindo a reduzida funcionalidade e
sobrevivéncia celulares [2]. Um requisito fundamental para a sobrevivéncia celular, quer
no caso de ilhéus da propria ou de outra espécie, ou ainda de células beta individualizadas
isoladas a partir de ilhéus ou oriundas de diferentes processos de bioengenharia celular,
€ a criacdo de um nicho que mimetize a organiza¢do tridimensional encontrada no
microambiente in vivo [3]. Garantir a interac¢do célula-célula e célula-matriz extracelular
€ fundamental para a sobrevivéncia e funcionalidade das células beta [3-5].
Contrariamente ao que acontece com os ilhéus, quando se utilizam células
individualizadas, a comunicacdo células-célula é definida maioritariamente pela
densidade celular utilizada durante o encapsulamento, sendo a viabilidade celular
geralmente favorecida para maiores densidades [4, 6, 7], embora esta seja variavel entre
diferentes tipos de células.

Os componentes da matriz extracelular ja mostraram estar implicados em processos
como diferenciacdo celular, migracdo, crescimento, funcéo e sobrevivéncia [8]. Estudos
anteriores demonstraram que a presenca de colagénio |, colagénio IV, laminina e
fibronectina levam a uma melhoria da viabilidade e da secre¢éo de insulina, em células
beta individualizadas e ilhéus de modelos animais e humanos [9-12]. Nikolova e seus
colaboradores demonstraram que, contrariamente as células acinares, as células beta
nao sao capazes de formar a sua membrana basal, a qual esta presente apenas na
capsula que rodeia os ilhéus e na vizinhanca das células endoteliais, estando ausente
nas células beta desagregadas [9]. O mesmo estudo confirma que o tratamento com
laminina melhora a fungéo das células beta MIN6, mediada pelas integrinas [9]. Desta
forma, as interacgfes célula-matriz parecem ser essenciais para a sobrevivéncia e funcéo
das células produtoras de insulina, quer na forma de ilhéus, quer como células

individualizadas. O incremento da funcdo das células produtoras de insulina pela
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interaccdo com constituintes da matriz extracelular ja foi observado tanto em modelos 2D
[12], como em diferentes modelos 3D de encapsulamento celular [5, 13, 14].

Com o encapsulamento celular em hidrogéis € possivel a criacdo de uma rede 3D que se
aproxima do microambiente encontrado in vivo, gracas ao seu elevado contetdo em agua
e grande permeabilidade, que favorece o transporte dos nutrientes e oxigénio. As
propriedades mecéanicas dos hidrogéis também se aproximam das da matriz extracelular
natural [15, 16]. O alginato é o polimero mais usado para encapsulamento celular [17], o
gue estd em grande parte relacionado com a sua capacidade de formar hidrogéis
biocompativeis, por um processo que nao compromete a viabilidade celular, e também
com a sua grande versatilidade quimica. Em particular, a funcionalizacdo deste polimero
natural com péptidos da matriz extracelular podera trazer beneficios para as células
encapsuladas [17].

O péptido Arginina-Glicina-Aspartato (RGD) é uma sequéncia encontrada em varias
proteinas da matriz extracelular, tal como a fibronectina, as lamininas, o colagénio tipo |,
a vitronectina e o fibrinogénio, entre outras [18]. Aproximadamente um terco da familia
dos receptores do tipo integrinas reconhecem o RGD [18].

A incubacédo deste péptido com ilhéus isolados de rato melhorou a resisténcia celular
contra a apoptose [12]. O potencial do seu uso também ja foi demonstrado em modelos
2D com superficies tratadas com RGD [19-21]. Cultivadas nestas superficies, observou-
se a melhoria da secre¢do de insulina nas linhas de células beta de rato INS-1 [19], e
ratinho MIN6 [20] e B-TC6 [21]. Nos seus estudos com as células B-TC6, Lee et al.
acrescenta ainda que a presenca de RGD favorece a formacédo de pseudo-ilhéus [21]. Em
modelos 3D de hidrogéis de polietilenoglicol (PEG), o seu uso também melhorou a
viabilidade das células MIN6 [22]. Curiosamente, hum modelo 3D de alginato para
encapsulamento de células beta, ainda nao foi descrito o seu uso, apesar de todos os
resultados positivos reportados para outros modelos.

Desta forma, no presente estudo, e com 0 objectivo de criar um modelo éptimo para o
encapsulamento de células produtoras de insulina, construimos um modelo 3D de

alginato modificado com RGD, recorrendo a quimica das carbodiimidas (Figura 1).



\/\/\Nm * _ Células beta
Cadeias de alginato « * INS-1E

a4 Péptido RGD “ear @y Integrinas

Figura 1: Representacdo esquematica do encapsulamento das células beta INS-1E em
hidrogéis de alginato funcionalizado com o péptido de adesdo RGD. (A) Cadeias de alginato
solubilizadas; (B) alginato funcionalizado com o péptido RGD (Alg-RGD); (C) encapsulamento
das células através da gelificagdo ionotropica do Alg-RGD com os catibes de célcio; (D)
microambiente 3D composto pela interaccdo célula-célula e interac¢do célula-matriz
extracelular, criada através da adesdo mediada pelas integrinas ao RGD presente no
hidrogel. Adaptado de [35].

Foram usadas as células beta INS-1E, derivadas de insulinoma de rato induzido por
irradiag@o com raios X, reportadas pela primeira vez por Asfari e seus colaboradores [23]
e, apos isolamento de uma linha clonal estavel e homogénea, por Merglen e seus
colaboradores [24]. Estas células apresentam importantes caracteristicas tais como
elevado conteudo em insulina e capacidade de resposta as alteracdes fisiologicas da
concentracao de glicose, muito semelhante a de ilhéus de rato, enquanto mantém a sua

capacidade proliferativa [24].
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Apbs o encapsulamento, a resposta celular foi avaliada ao longo de 7 dias em cultura. Foi
dada especial atencdo a capacidade de secre¢do da insulina e expressdo de genes
envolvidos nesta maquinaria, bem como a producdo de componentes da matriz

extracelular pelas células encapsuladas.

2. Material e métodos

2.1 Sintese e caracterizacdo do alginato-RGD

O péptido de adesdao G4RGDSP (abreviado em RGD) (GenSript) foi ligado
covalentemente a cadeia do alginato recorrendo a quimica das carbodiimidas, como
descrito anteriormente [25]. Em meio aquoso, ocorre a formacao de ligacdes entre os
grupos terminais amina do péptido e os grupos carboxilico da cadeia do alginato, como
esquematizado na Figura 2. O N-[3-(Dimetilamino)propil]-N'-etilcarbodiimida (EDC) é
usado para formar as ditas ligacGes e o N-hidréxido de sulfosuccinimida (sulfo-NHS) é

usado como estabilizador do intermediario formado, evitando a sua hidrolise.

1 % (m/v) alginato de sédio Intermediario O-acylisourea

Figura 2: Esquema representativo da reac¢do de ligacdo do péptido RGD a cadeia de
alginato pela quimica das carbodiimidas. Adaptado de [25].

Foi preparada uma solugdo de 1% (m/v) de alginato (PRONOVA Ultrapure Sodium
Alginate LVG, NovaMatrix, FCM BioPolymer) em tampao MES (0,1 M MES, 0,3 M NaCl,
pH 6,5) ficando protegida da luz, & temperatura ambiente e sob agitacdo durante a noite,
para completa dissolugéo do alginato. Para 1 g de alginato, foram adicionados 27,40 mg
de sulfo-NHS, 48,42 mg de EDC e 16,7 mg de péptido (dissolvido em MES), pela ordem
mencionada, sob constante agitacdo. ApGs 20 horas de reaccdo, esta foi neutralizada
pela adicdo de 18 mg de hidroxilamina. O produto foi colocado em membranas de dialise

(molecular weight cut-off ~ 3500 Da) e purificado dos compostos que ndo reagiram por



dialise em agua destilada, com concentragfes decrescentes de NacCl (inicial 0,6% m/v)
durante dois dias e, no ultimo dia, apenas com agua destilada. No final da diélise, o
alginato-RGD foi congelado e liofilizado e por fim guardado a -20 °C.

Para determinar a quantidade de péptido acoplado, a fim de usar a concentracéo desejada
na producao dos hidrogéis, foi calculado o rendimento da reacgao recorrendo ao método
do BCA Protein Assay (Pierce), seguindo as instru¢des do fabricante. Foi elaborada uma
curva de calibracdo em solugédo de 1% (m/v) de alginato ndo modificado com péptido
dissolvido numa gama de concentracfes entre 0 mg/mL e 1 mg/mL. O alginato ndo
modificado também serviu de branco na leitura. Foram efectuadas 6 réplicas para a
medi¢do da absorvancia do alginato-RGD. A eficiéncia da ligacao foi calculada através da
seguinte formula:

Eficiéncia (%) = (péptido acoplado / péptido usado) x 100.

2.2 Cultura celular

As células beta INS-1E foram cultivadas em meio Roswell Park Memorial Institute 1640
(RPMI 1640), suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino (FBS), 100 U/mL
penicilina e 100 pg/mL estreptomicina, 10 mM HEPES, 1 mM piruvato de s6dio e 50 uM
de B-mercaptoetanol. As células foram mantidas sob atmosfera humidificada, a 37 °C e
contendo 5% (v/v) CO.. O meio de cultura foi mudado duas vezes por semana e a
potencial presenca de micoplasma regularmente testada. Exceptuando o p-
mercaptoetanol, adquirido na Sigma, todos os restantes compostos usados na cultura

celular foram adquiridos a Gibco, Life Technologies.

2.3 Hidrogéis de alginato com células INS-1E

2.3.1 Encapsulamento

Para o encapsulamento das células, foi preparada uma solucédo de alginato de sédio com
a concentracao final de 2% (m/v) em 0,9% (m/v) de cloreto de sodio (NaCl). Nos hidrogéis
com RGD, a solucéo continha uma mistura de alginato modificado com RGD e alginato
ndo modificado, de forma a obter uma concentracao final de péptido de 200 uM. Para o
encapsulamento foram usadas células beta INS-1E com a densidade de 5x10° células/mL
(Alg-0 5M) ou 20x10° células/mL (Alg-0 20M). Ap6s homogeneizacgéo, esta suspensao foi
extrudida através de uma agulha de 25G ou através de uma extrusora com fluxo coaxial
de ar (Nisco Var J1 encapsulation unit) para uma solucéo gelificante (100 mM CacCl,, 10

mM HEPES, 150 mM NaCl). As esferas permaneceram na solugdo gelificante durante 15
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minutos. Apoés a reticulacdo e lavagem em meio de cultura, as células encapsuladas nos
hidrogéis foram distribuidas por placas de 24 pocos com 500 uL meio/pocgo e colocadas
em cultura.

Depois da avaliacéo do efeito da densidade celular, apresentada apenas na condicéo Alg-
0, foi testado o efeito da presenca de RGD (Alg-RGD), comparando com a condicdo
controlo sem a adicdo do péptido (Alg-0). As células foram avaliadas in situ, ou seja,
dentro do hidrogel ou apos terem sido recuperadas por dissolu¢cdo do hidrogel com
solucéo de tripsina/EDTA (0,25% tripsina, 50 mM EDTA, pH 7,5) e centrifugacéo (400 g,

5 min).

2.3.2 Tamanho e morfologia das microsferas

As esferas foram observadas recorrendo a um MicroscOpio estereoscopico (SZX10
Stereo Microscope, Olympus) e um Microscopio 6ptico invertido (Inverted Fluorescence
Microscope, Axiovert 200M, Zeiss). Algumas imagens foram recolhidas para a

determinagéo do tamanho das esferas (n=15).

2.3.3 Actividade metabdlica

A actividade metabdlica foi avaliada nos dias 1, 4 e 7 através do ensaio da resazurina. Na
mitocdndria, esta molécula é reduzida, na presenca de NADPH ou NADH, a resorufina.
Desta forma a quantificacdo da fluorescéncia emitida pela resorufina traduz actividade
metabolica mitocondrial. No ensaio, os hidrogéis com as células foram incubados com
resazurina a 20% (v/v) (stock a 0,1 mg/mL) em meio de cultura (500 pL) durante 2 horas
a 37 °C, protegidos da luz. Para a leitura, transferiram-se 200 pL do sobrenadante para
uma placa de 96 pocos preta com fundo transparente (96-well black clear-bottom plate,
Costar) e procedeu-se a leitura da fluorescéncia num espectrofluorimetro para
microplacas (Synergy MX, BioTek Intruments Inc.) com excitacdo a 530 nm e emisséo a
590 nm.

2.3.4 Viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada por trés métodos diferentes: método de excluséo pelo
azul de tripano, citometria de fluxo e microscopia de fluorescéncia, nas duas Ultimas
recorrendo a marcagdo com os corantes do Live/Dead Viability/Cytotoxity Assay Kit
(Invitrogen). Para as contagens das células (método de exclusé@o pelo azul de tripano e
citometria de fluxo), as células foram libertadas do hidrogel, marcadas e analisadas. Para

a microscopia, 0s hidrogéis mantiveram-se integros.



Para o ensaio com o azul de tripano, apos a dissolucao dos hidrogéis, a suspensao celular
foi marcada com 0,4% do composto. Este corante entra através da membrana danificada
das células mortas, corando-as de azul. As células vivas séo excluidas pelo corante. As
contagens das células (vivas e mortas) foram feitas ao microscopio, recorrendo a uma
camara de Neubauer. Esta quantificacéo foi feita nos dias 1, 4 e 7 da cultura celular.

Nas outras duas técnicas, recorreu-se ao Live/Dead Assay que fornece dois compostos
fluorescentes que reconhecem a actividade intracelular da enzima esterase e a
integridade da membrana plasmatica, permitindo assim avaliar a viabilidade celular. Em
célula vivas, a calceina acetoximetil (calceina AM) é convertida através da esterase a
calceina, que emite fluorescéncia verde. O homodimero de etideo (EthD-1) atravessa a
membrana apenas das células mortas, pois estas apresentam-na danificada, ligando-se
ao DNA e emitindo fluorescéncia vermelha. Para a citometria de fluxo, os hidrogéis foram
transferidos para placas de fundo redondo (96-well polystyrene round-bottom plate,
Costar), onde foram dissolvidos para a recolha das células que, apés lavagem em tampao
fosfato salino - PBS (137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na;HPO4, 2 mM KH2PO,, pH
7,4), foram incubadas com EthD-1 (2 uM) durante 15 minutos, protegido da luz e a 37 °C.
Finalmente, as amostras foram diluidas em PBS, filtradas e colocadas no citbmetro FACS
Calibur, Becton Dickinson. Foram avaliadas 1x10* células e para a andlise dos dados
recorreu-se ao FlowJo software. Esta avaliacéo foi efectuada ap6s 7 dias em cultura. Para
a microscopia de fluorescéncia, a viabilidade foi avaliada nos dias 1 e 7. Apds a lavagem
dos hidrogéis, estes foram incubados com 1 mM de calceina AM e 2,5 mM de EthD-1
durante 45 minutos na incubadora. O meio foi removido e adicionado meio fresco e depois
trocado por tampao Tris salino, suplementado com célcio - TBS-calcio (150 mM NacCl, 50
mM Tris, 7,5 mM CacCl,, pH 7,6) para a analise no microscopio confocal (Confocal laser
scanning microscopy, Leica SP2 AOBS). Posteriormente, as imagens obtidas foram

tratadas no programa ImageJ.

2.3.5 Proliferacédo celular

Para avaliar a proliferacdo das células encapsuladas, foi quantificado o DNA (double
stranded DNA - DNA dupla hélice) recorrendo ao kit Quant-iT PicoGreen dsDNA
(Molecular Probes, Invitrogen). Depois de recuperadas dos hidrogéis, as células foram
lisadas com 1% v/v Triton X-100 durante 1 hora a 400 rpm e a 4 °C. Posteriormente, as
amostras foram diluidas 10x em PBS e usadas para a quantificacdo de acordo com as
instrucdes do fabricante. Resumidamente, as amostras foram transferidas para uma placa
de 96 pocos preta com fundo transparente (96-well black clear-bottom plate, Costar) e
diluidas com o tampdo TE (200 mM Tris-HCI, 20 mM EDTA, pH 7,5). De seguida
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adicionou-se o reagente fornecido pelo kit e incubou-se durante 5 minutos a temperatura
ambiente e protegido da Iluz. Procedeu-se a leitura da fluorescéncia num
espectrofluorimetro para microplacas (Synergy MX, BioTek Intruments Inc.) com as
seguintes definicbes, EXEm = 480/520 nm. As unidades de fluorescéncia foram
convertidas na concentracdo das amostras usando uma curva de calibracdo do dsDNA (1
- 1000 ng/mL).

2.3.6 Secrecédo de insulina

O teste de secrecdo de insulina, apés estimulo com glicose, foi realizado as células
encapsuladas depois de 4 dias em cultura. Para tal, apds a remoc¢éo do meio e a lavagem
das esferas com tampao Krebs-Ringer modificado (135 mM NacCl, 3,6 mM KCI, 0,5 mM
NaH;PO., 5 mM NaHCO3, 10 mM HEPES, 1,5 mM CaCl,, 0,5mM MgCly, 0,1% (m/v) BSA,
pH 7,4), estas foram incubadas com o mesmo tamp&ao durante 1 hora. Apés lavagens, as
esferas foram incubadas com o tampéao suplementado com glicose (2,8 mM ou 16,7 mM)
durante 1 hora. Ap6s a incubacao, foram recolhidos os sobrenadantes e congelados a -
20 °C para posterior quantificacdo da insulina. Os niveis de insulina foram determinados
por ELISA, recorrendo a um kit comercial (Ultrasensitive Rat Insulin ELISA, Mercodia),
seguindo as recomendac¢fes do fabricante. A absorvancia foi lida a um comprimento de
onda de 450 nm, recorrendo a um leitor para microplacas (Synergy MX, BioTek Intruments

Inc).

2.3.7 Imunomarcacéo da fibronectina

Para a imunomarcacdo da fibronectina, usaram-se os hidrogéis integros, permitindo
assim observar a localizagcéo espacial deste componente da matriz extracelular. Todas as
solucdes de trabalho foram preparadas com TBS-calcio para garantir a integridade das
esferas ao longo de todo o procedimento. Ap6s 7 dias em cultura, as esferas foram
recolhidas e lavadas com TBS-calcio. Posteriormente, foram fixadas com 4% (v/v) de
paraformaldeido (PFA) durante 20 minutos, nhovamente lavadas e permeabilizadas com
0,2% (v/v) de Triton X-100 durante 10 minutos. Depois do bloqueio com 1% (m/v) BSA
durante 1 hora, os hidrogéis foram incubados com o anticorpo primario anti-fibronectina
(F3648 Anti-Fibronectin, Sigma, 1:400) durante a noite, a 4 °C. Seguiram-se as lavagens
e a incubacdo com o anticorpo secundario (Alexa Fluor 594 F(ab’)2 fragment of goat anti-
rabbit, Invitrogen, 1:1000) durante 1 hora a temperatura ambiente. Os nulcleos foram

contrastados com DAPI, presente no meio de montagem Vectashield. Os hidrogéis foram



observados no Microscopio confocal (Confocal laser scanning microscopy, Leica SP2
AOBS) e as imagens obtidas tratadas no programa ImageJ.

2.3.8 Anédlise de expressao génica

No dia 7, o RNA total foi extraido das células recuperadas dos hidrogéis (apos sua
dissolucdo) usando o Isolate Il RNA Mini Kit (Bioline), de acordo com o procedimento do
fabricante. A quantificagdo do RNA e a avalia¢do da sua pureza foi calculada recorrendo
ao espectrofotometro NanoDrop 1000. De seguida 0,5 pug do RNA total foi convertido em
cDNA usando o Cloned AMV First-Strand cDNA Synthesis Kit (Invitrogen), de acordo com
o procedimento do fabricante. Apés a sintese do cDNA, para o gRT-PCR elaborou-se uma
mistura contendo o cDNA, os primers (forward e reverse) e 0 SsoFast EvaGreen Supermix
(BioRad), de acordo com as instrugfes do fabricante. O gRT-PCR foi desenvolvido no
aparelho CFX96 (BioRad) com as seguintes condi¢des: desnaturacao inicial de 30 seg a
95 °C, 40 ciclos de 5 seg a 95 °C e 20 seg a 60 °C, seguido de curva de melting (50 °C -
95 °C, com incremento 0,5 °C a cada 10 seg).

Cada amostra foi corrida em triplicado. O gene housekeeping (gene controlo) usado foi o
Hprtl (hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1). Para a quantificacdo relativa da
amplificacdo dos genes de estudo fez-se a normalizacdo com o gene housekeeping e
calculou-se segundo a seguinte formula: 2. Os niveis de expressdo dos genes de
estudo estdo representados em relacdo a situacdo controlo (Alg-0). As sequéncias dos

primers usados estdo indicadas na tabela abaixo (Tabela 1).
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Tabela 1: Primers usados na andlise de expresséo génica por qRT-PCR

Gene Sequéncia de primers Referéncia

e F: 5-GTGGCATTGTGGATCAGT-3 M 016126
R: 5-GCTCATTCAAAGGCTTTATTCA-3’ =
F: 5-TGGAAGAAAGAGGAAGATAAGAAA-3'

Pdx1 NM 022852

X R: 5-GAGGTTACGGCACAATCC-3' 02285

o F: 5-GATTACTGGCACATCCTACTTG-3' M 012879
R: 5-CCTGACTTCCTCTTCCAACT-3 =

st F: 5-GCCACCTCCACTTATACA-3 M 013035
R: 5-AGAACTTGACGAACTTGATG-3' -

Collal F: 5- GTGCGATGGCGTGCTATG -3 M 053304
R: 5- ACTTCTGCGTCTGGTGATACA -3 =

Cottal F: 5- TCTTCCACCCTCTACACAGA -3 M 001135000
R: 5- TCCACAGAAAGCCATGACTT-3 -

Lama F: 5-GACGGTGGACAGTAATCTC-3 M 001108237
R: 5-TTCTCAGGCACAAGTCTAAC-3' -
F: 5-AGCACAGAACTCAACCTT-3’

Fnl

: R: 5-CTCCTCCACAGCATAGATAG-3' NM_019143

F: 5-GAACGATTGTGAACGCATGG-3

|

tga3 R: 5-GCCAGGGTCGAGCTGTAGGT-3' XM_340884
F: 5-CAGATGAAGTGAACAGTGAAGACA-3’

Itgb1 NM_017022

R: 5-GTTGGACCTATCGCAGTTGAAG-3'

Insl - insulin 1; Pdx1 - pancreatic and duodenal homeobox 1; Glut2 - glucose transporter 2 ; Surl -
sulfonylurea receptor 1; Collal - collagen type | alpha 1; Col4al - collagen type IV alphal; Lamal -
laminin alpha 1; Fn1l - fibronectin 1; ltga3 - integrin alpha 3; Itgb1 - integrin beta 1; F - forward primer; R -
reverse primer

2.4 Andlise estatistica

Para a andlise estatistica, recorreu-se ao programa GraphPad Prism. Nos dados da

secrecao de insulina sem estimulo de glicose usou-se o teste Mann-Whitney e na analise

da expressédo génica usou-se o teste Wilcoxon Signed Rank. As restantes significancias

estatisticas foram determinadas pelo teste Two-way ANOVA, seguido da avaliagdo das

comparagOes multiplas com os testes Tukey ou Sidak. Os resultados séo apresentados

como média + desvio padrdo e as diferencas foram consideradas estatisticamente

significativas para valores de p<0,05.



3. Resultados

3.1 Efeito da densidade celular no comportamento das células INS-1E encapsuladas

Primeiramente, avaliou-se o efeito da densidade celular, encapsulando para tal 5 milhdes
(Alg-0 5M) e 20 milhdes (Alg-0 20M) de células beta INS-1E por mililitro de alginato,
produzindo esferas pelo método classico de gelificacdo externa do alginato com calcio. A
dimensao média das esferas preparadas foi de 2000 + 4 um, e ndo foram observadas

diferengas nas duas condigdes (Alg-0 5M e Alg-0 20M) (Figura 3).

Figura 3: Esferas de alginato com células beta INS-1E observadas ao Microscopio
estereoscopico. As imagens ilustram a sua forma esférica e distribuicdo uniforme das células
no seu interior. O tamanho médio das esferas é de 2000 + 4 pm, sem diferencas observadas
entre as duas condi¢des (Alg-0 5M e Alg-0 20M).

Quer na avaliacdo da actividade metabdlica (Figura 4-A), como da viabilidade (Figura 4-
B) observou-se que, ao longo do tempo em cultura, a condicdo Alg-0 5M tem uma
resposta mais favoravel do que a condigcdo Alg-0 20M. Como seria de esperar, uma vez
gue o numero total de células é superior, a actividade metabdlica nos dias 1 e 4 é superior
na condicdo Alg-0 20M (p<0,001). Porém, esta diminui acentuadamente no dia 7 para
valores significativamente inferiores aos da condigdo Alg-0 5M no mesmo dia (p<0,001)
(Figura 4-A). Na condicdo Alg-0 5M, o aumento da actividade metabdlica ao longo do
tempo em cultura é estatisticamente significativo entre os diferentes dias (p<0,001). Por
outro lado, na condi¢éo Alg-0 20M, a actividade metabdlica aumenta significativamente
do dia 1 para o dia 4 (p<0,001), mas reduz significativamente no dia 7 (p<0,001
comparando com o dia 1 e 4). A viabilidade, traduzida pela percentagem de células vivas

relativamente ao namero total de células, denota, nos dias 4 e 7, uma reducdo da sua
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percentagem na condicdo Alg-0 20M comparando com a Alg-0 5M (p<0,05 e p<0,001,
respectivamente) (Figura 4-Bi).
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Figura 4: Efeito da densidade celular (5x106 - Alg-0 5M e 20x10° - Alg-0 20M) na resposta
das células encapsuladas em esferas de alginato ao longo de uma semana em cultura. (A)
Actividade metabdlica obtida pelo método da resazurina. (B) Viabilidade celular (i) e nimero
de células viaveis (ii), obtidos pelo método de exclusdo pelo azul de tripano. (C) Niveis de
insulina basal no meio de cultura, obtido no dia 4 por ELISA, normalizado por esfera (i) e
normalizado por esfera/DNA/esfera (ii).

Os resultados sao apresentados como media + desvio padrdo (n=3-5). *(p<0,05), **(p<0,01)

e ***(p<0,001) entre Alg-0 20M e Alg-0 5M, &(p<0,05) e &&(p<0,01) entre os dias 4 e 7 e o dia
le #(p<0,05) entre o dia 7 e o dia 4.
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O aumento da viabilidade celular na condi¢cdo Alg-O 5M é visivel no dia 4 (p<0,05
comparando com o dia 1), e depois parece atingir um patamar. O decréscimo neste
parametro na condi¢do Alg-0 20M € mais acentuado no dia 7 (p<0,01 em relagdo ao dia
1 e p<0,05 em relac&o ao dia 7).

As percentagens de viabilidade apresentadas estdo sempre abaixo dos 70%, e logo no
primeiro dia rondam os 50% (Alg-0 5M) e 60% (Alg-0 20M). Este valor inicial relativamente
baixo podera resultar da metodologia usada para esta avaliacdo. De facto, sabe-se que
com a dissolucdo do hidrogel, ocorre stress mecénico de cisalhamento associado ao
processo de pipetagem que podera ter causado alguma morte celular [7].

Na Figura 4-Bii que ilustra 0 numero total de células viaveis, conforme esperado, quando
comparando com a condicao Alg-0 5M, o nimero de células viaveis na condi¢cdo de maior
densidade celular (Alg-0 20M) é aproximadamente 4 vezes superior no dia 1 (p<0,01) e 3
vezes no dia 4. No entanto, esse numero decresce a medida que o tempo em cultura
aumenta, sendo que no dia 7, tende a ser inferior ao observado na condi¢éo Alg-0 5M.
No dia 4 da cultura celular, a secrecado de insulina basal (sem estimulos adicionais de
glicose) mostra ser superior na condicdo Alg-0 20M (p<0,05) (Figura 4-Ci), resultado do
maior nimero de células. Contudo, ap6s a normalizacdo pela quantidade de DNA por

esfera, a diferenca dilui-se (Figura 4-Cii).

3.2 Efeito da presenca de RGD na actividade metabdlica, proliferacao e viabilidade

das células INS-1E encapsuladas

Depois de escolhida a densidade celular a usar, ou seja, 5 milhdes de células por mililitro
de alginato, seguiu-se a avaliacao do efeito da presenca do péptido RGD na resposta das
células encapsuladas. Foram produzidas microsferas também pelo método da gelificacdo
externa do alginato, mas recorrendo a uma extrusora que permite fazer esferas de menor
dimensdo. A dimensdo média das microsferas é de 1270 + 69 um, e n&o foram

observadas diferengas nas duas condi¢fes (Alg-0 e Alg-RGD) (Figura 5).
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Figura 5: Microsferas de alginato com células beta INS-1E observadas ao Microscopio
estereoscopico (A) e ao Microscopio 6ptico invertido (B). As imagens ilustram a forma esférica
dos hidrogéis e a distribuicdo uniforme das células no seu interior. O tamanho médio das
microsferas é de 1270 + 69 um e nédo se encontraram diferengas entre os tamanhos médios
das duas condic¢8es (Alg-0 e Alg-RGD).

A avaliacdo da actividade metabdlica mostrou claramente o efeito benéfico da presenca
do péptido (Figura 6-A).

As células encapsuladas em alginato modificado com RGD (Alg-RGD) mostraram, apos
4 e 7 dias em cultura, um aumento na actividade metabdlica quando comparada com a
das células da condicdo Alg-0 (p<0,01 e p<0,001, respectivamente). Na condicdo Alg-
RGD, o aumento da actividade metabdlica ao longo do tempo em cultura é
estatisticamente significativo entre os diferentes dias (p<0,001). Por outro lado, na
condicdo Alg-0, verifica-se um aumento significativo entre o dia 1 e 4 (p<0,001), que
depois tende para um patamar, ndo havendo diferencas estatisticamente significativas
entre osdias4e 7.

Os resultados obtidos na determinacdo do DNA total, que permite estimar a proliferacédo
celular, sugerem que o aumento da actividade metabdlica ao longo do tempo se deve ao
aumento do numero de células (Figura 6-B). Verificou-se que, em ambas as condicoes,
ocorre proliferacdo celular ao longo do tempo em cultura, embora tenda para um patamar
a partir do dia 4. Acompanhando a actividade metabdlica, a condi¢cdo Alg-RGD apresenta
uma quantidade superior de DNA em relacdo a situacdo controlo (Alg-0) nos dias 4
(p<0,01) e 7 (p<0,001). A proliferacéo celular € entdo mais pronunciada na condi¢éo Alg-
RGD (p<0,001 entre os dias 4 e 7 e o0 dia 1) em que a quantidade de DNA é 2,4 e 2,6
vezes superior no dia 4 e 7, respectivamente, relativamente a quantidade do dia 1. Na
condicéo controlo (Alg-0), a capacidade de proliferacéo das células € menos acentuada

(p<0,01 entre os dias 4 e 1 e p<0,05 entre os dias 7 e 1).
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Figura 6: Efeito da presenca do péptido RGD na resposta das células beta INS-1E
encapsuladas em microsferas de alginato ao longo de uma semana em cultura. (A) Actividade
metabdlica obtida pelo método da resazurina e (B) concentracdo de DNA obtida pelo
PicoGreen Assay, em ambas as condi¢fes (Alg-0 e Alg-RGD).

Os resultados séo apresentados como media * desvio padrao (n=3). **(p<0,01) e ***(p<0,001)

entre Alg-0 e Alg-RGD, &(p<0,05), &&(p<0,01) e &&&(p<0,001) entreosdias4e7eodale
###(p<0,001) entre os dias 7 e 4.
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Figura 7: Efeito da presenca do péptido RGD na viabilidade das células beta INS-1E
encapsuladas em microsferas de alginato. (A) Imagens representativas de microscopia
confocal nosdias 1 e 7 (D1, D7) ap0s marcacao das células com o LiveDead Assay em ambas
as condicdes (Alg-0 e Alg-RGD). A calceina marca as células vivas e o EthD-1 as células
mortas, emitindo fluorescéncia verde e vermelha, respectivamente. (B) Resultados de
citometria de fluxo com as respectivas percentagens de células mortas, marcadas pelo EthD-
1 no dia 7, em ambas as condic¢des (Alg-0 e Alg-RGD).



A Figura 7 mostra a viabilidade das células beta INS-1E encapsuladas, determinada por
dois métodos diferentes, recorrendo ambas ao Live/dead Assay. Este ensaio permite
distinguir simultaneamente as células vivas e as células mortas, baseando-se na
interaccdo de dois compostos fluorescentes de cor diferente com as mesmas. No dia 1,
em ambas as condicdes (Alg-0 e Alg-RGD) as imagens mostram as células
individualizadas, maioritariamente com fluorescéncia verde, ou seja, viaveis. Apos 7 dias
em cultura, as células formaram pequenos esferéides em ambas as condi¢des, mas em
namero superior quando na presenca de RGD. Embora se tenha observado uma maioria
de células vivas, a percentagem de células mortas, com fluorescéncia vermelha, parece
ser superior na condicdo Alg-0 (Figura 7-A). A citometria de fluxo, embora com algumas
desvantagens metodoldgicas comuns ao método de exclusdo com azul de tripano, pela
necessidade de desfazer os hidrogéis que pode acarretar danos celulares, apresenta
percentagens idénticas de células mortas nas duas condicdes: 13,5% para a condicao
Alg-0 e 12,4% para a condigdo Alg-RGD (Figura 7-B).

3.3 Efeito da presenca de RGD na secrecdo de insulina e expressado génica das

células INS-1E encapsuladas

Relativamente a capacidade de secrecdo de insulina, as células beta encapsuladas em
ambas as condi¢cdes (Alg-0 e Alg-RGD), quando estimuladas com uma concentracdo
elevada de glicose (16,7 mM), responderam com um aumento da secrecdo de insulina
(p<0,05 e p<0,001, respectivamente). No entanto, as células encapsuladas em Alg-RGD
mostraram um aumento na secrec¢ao de 2,5 vezes, quando estimuladas com 16,7 mM de
glucose relativamente a um estimulo de 2,8 mM, enquanto as células da condi¢ao controlo
(Alg-0) aumentaram a secrecdo somente 1,4 vezes (Figura 8-A). Este aumento da
resposta secretora entre as duas condicdes (Alg-O e Alg-RGD) é estatisticamente
significativo (p<0,001).

Os genes envolvidos na maquinaria de secre¢do da insulina mostraram aumentos da sua
expressao média, embora ndo estatisticamente significativos, nas células encapsuladas
em Alg-RGD, relativamente a condi¢do Alg-0. O aumento mais pronunciado foi o da
expressao do gene do receptor da sulfonilureia (Surl), com valores que atingiram quase
o dobro do valor da expressao observada na condigéo controlo (Alg-0). Todos os outros
genes avaliados (Insl1, Pdx1 e Glut2) apresentaram um aumento médio da sua expressdo
até 50% em relagdo a condicdo Alg-0. Embora a insulina segregada em resposta a um
estimulo de glicose tenha aumentado na condi¢cdo Alg-RGD (Figura 8-A), encontramos
apenas um aumento ligeiro da expresséo génica de uma das isoformas da insulina (Ins1).

No entanto, a avaliagdo da expressao génica foi efectuada sem que as células tenham
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sido previamente sujeitas a estimulos de glicose, podendo assim explicar este resultado
(Figura 8-B).
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Figura 8: Efeito da presenca do péptido RGD na secrec¢édo de insulina das células beta INS-
1E encapsuladas em microsferas de alginato. (A) Secrecdo de insulina no dia 4 da cultura
celular, apos estimulo com glicose (2,8 mM e 16,7 mM) em ambas as condi¢fes (Alg-0 e Alg-
RGD), detectada por ELISA. (B) Andlise de gRT-PCR da expresséo de genes envolvidos na
magquinaria da secrecao de insulina (Insl1, Pdx1, Glut2 e Surl), relativamente a expresséo do
gene Hprtl (housekeeping) e normalizado pela expressdo dos mesmos na condi¢do Alg-0
(controlo), avaliada ap6s 7 dias de cultura.

Os resultados sao apresentados como media + desvio padrao (n=3-4). ***(p<0,001) entre Alg-
0 e Alg-RGD, “(p<0,05) e *(p<0,01) entre 2,8 mM e 16,7 mM. Insl - insulin 1; Pdxl -
pancreatic and duodenal homeobox 1; Glut2 - glucose transporter 2; Surl - sulfonylurea
receptor 1.



3.4 Efeito da presenca de RGD na producéo e interaccdo de componentes da matriz
extracelular com as células INS-1E encapsuladas

Por gRT-PCR, observamos que a expressao génica média dos componentes da matriz
extracelular avaliados (colagénio tipo | (Collal) e tipo IV (Col4al), laminina (Lamal) e
fibronectina (Fnl)) e das subunidades a3 e B1 das integrinas (Itga3 e Itgbl) se encontra
aumentada, embora sem significancia estatistica, na condicdo em que as células foram
encapsuladas num hidrogel modificado com RGD (Alg-RGD) (Figura 9-A). No caso dos
colagénios tipo | e IV e da laminina, a expressao génica foi em média duas vezes superior
a da condicao controlo (Alg-0), enquanto no caso da fibronectina 0 aumento foi menos
pronunciado, mas mais consistente. O aumento da expressao dos genes das integrinas
sugerem que a interaccao célula-matriz extracelular € mediada por estes receptores de
adesao presentes na membrana celular (Figura 9-A).

Observando os esferdides em maior pormenor, a marcacgao da fibronectina mostra que
este componente da matriz extracelular esta a ser produzido pelas células beta INS-1E e
gue pode estar na base da formacao e/ou estabilizacdo destes esferéides formados no

interior do hidrogel de alginato (Figura 9-B).
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Figura 9: Efeito da presenca do péptido RGD na producao e interaccdo de componentes da
matriz extracelular com as células beta INS-1E encapsuladas em microsferas de alginato. (A)
Andlise de gRT-PCR da expressdo dos genes Collal, Col4al, Lamal, Fnl, Itga3 e ltgbl,
relativamente & expresséo do gene Hprtl (housekeeping) e normalizado pela expressdo dos
mesmos na condi¢do Alg-0 (controlo), avaliada apds 7 dias de cultura. Os resultados sao
apresentados como media + desvio padréo (n=3). (B) Imagens representativas de
microscopia confocal no dia 7 (D7) ap6s marcacdo imunolégica com o anticorpo anti-
fibronectina (cor verde). Os nucleos foram marcados com DAPI (cor azul).

Collal - collagen type | alpha 1; Col4al - collagen type IV alphal; Lamal - laminin alpha 1;
Fnl - fibronectin 1; ltga3 - integrin alpha 3; Itgbl - integrin beta 1; F - forward primer; R -
reverse primer.



4. Discussao

Foi objectivo do presente trabalho, criar um nicho para as células beta que mimetizasse
a organizacao tridimensional encontrada no microambiente in vivo, e que promovesse o
estabelecimento de interac¢des célula-célula e célula-matriz extracelular, fundamentais
para a sobrevivéncia e funcionalidade celular. Directamente relacionada com a interac¢ao
célula-célula, a densidade celular utilizada no encapsulamento € um parametro fulcral
para o sucesso do sistema in vitro e principalmente in vivo, onde as condi¢cbes sdo mais
complexas e desafiantes. A densidade 6ptima € variavel e depende do modelo usado e
do tipo de células a encapsular, pelo que é normal encontrarem-se diferentes valores
referenciados na literatura. Em particular, para o encapsulamento de células beta da linha
INS-1E em hidrogéis de alginato, estudos anteriores reportaram densidades de 1,5x10°
células/mL [26] e 7,5x10°8 células/mL [27], mas ndo foi encontrado nenhum estudo que
avaliasse o efeito da variagcdo da densidade na resposta celular nestes modelos. No
entanto, no encapsulamento de células beta humanas em alginato, as densidades
reportadas séo superiores [28]. Por outro lado, dois estudos que compararam diferentes
densidades no encapsulamento das células beta MIN6 de ratinho em polietilenoglicol
diacrilato (PEGDA), comprovaram que as densidades superiores (10x10° e 20x10° de
células/mL) resultavam numa melhoria da viabilidade e capacidade de secrecdo de
insulina [4, 6]. Tendo em conta este cenario, procurou-se clarificar qual a densidade
celular éptima para o encapsulamento de células beta INS-1E no nosso modelo, e para
tal compararam-se duas densidades diferentes: 5x10° e 20x10° células/mL. A densidade
de 5x108 células/mL mostrou ser a mais vantajosa para o encapsulamento destas células,
durante o periodo estudado (Figura 4). O facto de, comparando com a condi¢cdo Alg-0
20M, levar a um aumento da actividade metabdlica, traduzido pelo aumento do namero
de células vivas ao longo do tempo em cultura, e uma maior capacidade de secre¢do de
insulina fez desta densidade a escolhida para 0s ensaios que se seguiram. A possibilidade
de uma resposta celular adequada, sem o recurso a um namero elevado de células, por
vezes condig&o limitante na clinica, foi proposta por Lin, com a introdu¢do no hidrogel de
PEGDA do receptor de superficie EphA, um dos responséaveis pela interac¢do célula-
célula, e o seu ligando ephrinA, permitindo assim a activacdo da sinalizacdo decorrente
da interacgdo célula-célula [4]. Os autores mostraram que, com essa estratégia, foi
possivel reduzir o nimero de células a encapsular de 1x107 para 2x10° células/mL, valor
na mesma ordem de grandeza do que propomos no Nosso sistema.

No estudo da viabilidade celular, quando se analisa a marcacdo com o LiveDead, é
possivel observar que as células com esta densidade crescem em esferdides (Figura 7),

facto que necessita de ser clarificado pela marcac&do da actina em ensaios futuros. Na
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figura representativa do dia 1, é possivel observar as células individualizadas que, ao
longo do tempo vao, aparentemente, proliferando e formando os esferéides. Para melhor
investigar a origem dos esferdides, e perceber se estes se formam por proliferagéo celular
el/ou por processos de migracao e agregacao celular, € também nosso objectivo analisar
no futuro a expresséo do marcador de proliferacao Ki-67, uma proteina que esta presente
somente em células que se encontram em divisdo celular. Conforme j& reportado em
estudos anteriores [29, 30], sabe-se que as células beta apresentam um comportamento
diferente, quando estdo dispersas ou organizadas em agregados, os quais funcionam
como pseudo-ilhéus. Chowdhury et al. caracterizou essa diferenca de comportamento nas
células MIN6, quando em monocamada ou como pseudo-ilhéus, mostrando que a Ultima
conformacédo permite aproximar a capacidade de secre¢do de insulina dessas células a
da observada em ilhéus humanos [30]. Outras evidéncias em modelos 3D de hidrogéis
indicam que o aumento da densidade celular potencia a agregacdo das células, com
formacao de esferoides, e a producao de proteinas [6]. Apesar de ndo termos avaliado se
a condicao Alg-0 20M permite a formacao de esferdides, depreende-se pelos restantes
resultados que talvez o espaco limitado do hidrogel possa ter sido um travao a proliferacédo
das células com esta densidade, colocando em causa a formag¢do dos mesmos. Desta
forma, as células acabaram por morrer, explicando o decréscimo da actividade metabdlica
e a diminuicado do nimero de células observado a partir do dia 4. Mesmo ao dia 4, em que
as células ainda se mantinham metabolicamente activas, a secrecdo de insulina nao
mostrou ser superior a das células na condi¢cédo Alg-0 5M, ou seja, 0s niveis de secrecao
foram equivalentes nas duas condicdes apesar de o numero de células em Alg-0 20M ser
guatro vezes superior (Figura 4).

Prosseguindo com o objectivo da criacdo de um nicho éptimo para o encapsulamento das
células beta INS-1E, procedemos a funcionalizacao do hidrogel de alginato com o péptido
RGD, de forma a potenciar a interacgdo célula-matriz extracelular, crucial para a
sobrevivéncia celular. Varios autores defendem a vantagem da funcionalizacdo de
hidrogéis com pequenos péptidos adesivos, em detrimento de componentes mais
complexos da matriz extracelular [31], sendo a quimica das carbodiimidas a mais
vulgarmente usada [25, 32]. Apenas num passo, esta quimica cria uma ligacéo peptidica
entre os grupos carboxilicos do alginato e os grupos amina terminais do péptido. O
excesso de reagentes e os produtos secundarios da reaccgdo, soliveis em agua, sao
facilmente removidos por dialise [25, 32].

Em culturas 2D, Kuehen demonstrou que a cultura de células beta INS-1E em superficies
modificadas com RGD, leva a um aumento da proliferacdo celular e da capacidade de
secrecao de insulina, aumentando ainda a percentagem de células positivas para o factor

de transcricdo Pdx1. Estas melhorias na fungéo celular deveram-se a interaccdo das



células com o péptido, mediada pelas integrinas. [19]. No modelo 3D que desenvolvemos,
comparando o efeito da introducdo do RGD no hidrogel (Alg-RGD) com a condicdo
controlo (Alg-0), também observamos um aumento da proliferacdo, traduzida pelo
aumento da quantidade de DNA, e consequente aumento da actividade metabdlica ao
longo do tempo em cultura (Figura 6). A secrecdo de insulina foi mais eficaz, para
concentracdes elevadas de glicose, e a expressao média de alguns genes envolvidos na
maquinaria da secrecdo de insulina também mostrou um aumento, embora néo
estatisticamente significativo, nas células encapsuladas em Alg-RGD (Figura 8). Com
uma expressdo média 50% maior que na condi¢cdo Alg-0, foi o caso do factor de
transcricdo Pdx1, responsavel pela manutencao da funcdo secretora das células beta.
Com um aumento mais pronunciado, atingindo o dobro da expressdo observada na
condi¢éo Alg-0, foi o caso do receptor da sulfonilureia, uma subunidade dos canais de
potassio dependentes de ATP, envolvidos na secrecao da insulina. Desta forma, o modelo
3D proposto acompanhou os resultados obtidos em 2D e mostrou ser mais eficaz que os
modelos 3D ja descritos, demonstrando resultados mais promissores para uma
concentracao de péptido menor. De facto, dois estudos de Weber e seus colaboradores,
apesar de usarem outras células (MIN6 e ilhéus de ratinho) e estas terem sido
encapsuladas noutro tipo de hidrogel (PEGDA), a concentracdo de péptido RGD
reportada é 25 vezes superior (5000 uM) a que utilizamos no nosso sistema (200 uM) [14,
22].

Embora os valores da citometria de fluxo ndo tenham permitido detectar diferencas na
percentagem de células mortas, observando as imagens da viabilidade celular com a
marcacdo do LiveDead, a condicdo Alg-RGD parece ter menos células mortas e mais
células vivas do que a condi¢cao Alg-0. Outra observacao diz respeito aos esferbides, que
parecem estar em maior quantidade na condi¢éo enriguecida com RGD. Este fenbmeno
ja foi reportado por outros autores em culturas 2D enriquecidas com matriz extracelular.
Favorecidas pela presenca de componentes da matriz extracelular, as células B-TC6 [21]
e RINm5F [29] formaram pseudo-ilhéus, tendo sido observado um aumento da expresséo
de mRNA de proteinas da matriz extracelular e de moléculas de adesdo nas células
aglomeradas, quando comparados com as mesmas em monocamada [21, 25].
Recentemente, um estudo descreveu a criagdo de um método automatico capaz de
formar esferdides uniformes de células RIN-m para posterior encapsulamento [25],
apostando assim na vantagem desta conformacdo em esferéide, também apelidada de
pseudo-ilhéu, para a sobrevivéncia e funcéo das células beta. Sem recorrer a este método

automético, encontramos na literatura esferéides entre os 20 e 0s 90 um em modelos 3D
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[4, 6] e, no nosso modelo, observamos esferdides entre os 20 e os 50 um, que
possivelmente se poderiam tornar maiores apds um periodo de tempo superior em cultura.
A incapacidade das células beta formarem a sua prépria membrana basal, reportada por
Nikolova et. al [9], parece ter sido ultrapassada neste modelo. Embora com alguma
variabilidade, as células beta encapsuladas na presenca do péptido de adesao,
aumentaram a expressao génica média de alguns constituintes da matriz extracelular,
nomeadamente da laminina e do colagénio tipo IV, componentes da membrana basal
(Figura 8-A). Este tipo de colagénio j& mostrou melhorar a fungéo das células beta INS-
1E, mediado pela integrina a.3p1 [33], 0 que parece corroborar os nossos resultados. No
nosso modelo, a expressao génica média destas duas subunidades da integrina também
mostrou estar aumentada nas células encapsuladas em Alg-RGD (Figura 8-A), sugerindo
gue, conforme esperado, a presenca do péptido favorece a interaccdo célula-matriz
mediada por integrinas.

Através da analise por imunocitoquimica dos hidrogéis, gostariamos de perceber a
localizacéo espacial dos componentes da matriz cuja expressao génica foi aumentada na
presenca de RGD. Devido a alguns problemas metodolégicos encontrados, apenas nos
foi possivel marcar a fibronectina, que foi também o componente com um aumento médio
menos variavel. Produzida intracelularmente como um complexo dimérico inactivo,
guando se liga aos receptores de adesao superficiais torna-se activa, alterando a sua
conformacdo para fibrilhas que suportam o crescimento e coesdo celular [19, 34].
Observando a Figura 8-B, parece haver uma acumulacdo desta proteina na zona
membranar, sugerindo que possa estar a mediar a interac¢cdo e coesao entre as células
do esferdide. Em pseudo-ilnéus de células RINm5F também foi demostrado um aumento
da expressao de fibronectina, estando esta na base da consolidacdo da formacdo dos
mesmos como componente da matriz extracelular. Corroborando estes estudos, os
nossos resultados também sugerem que a polimerizacdo da fibronectina regula a
estabilidade e adesao celulares [29].

Concluindo, o encapsulamento de 5x10°8 células INS-1E/mL em alginato enriquecido com
200 uM de RGD, traduz-se num modelo promissor para manter as células beta viaveis e
com uma funcéo secretora melhorada. Estas mostraram proliferar e formar esferoides,
uma conformacgdo vantajosa relacionada com a producdo de componentes da matriz
extracelular que, ao interagirem com as células, activam a sinalizagdo decorrente desta
comunicacgao, fundamental a sobrevivéncia celular. A facilidade em formar hidrogéis sem
acarretar danos celulares e a simplicidade da quimica usada para a introdugéo do péptido
RGD (ou outros de interesse bioldgico) no alginato, torna 0 nosso modelo muito atraente,

guando comparado com os modelos reportados na literatura, por exemplo & base de PEG.



Na sua maioria, esses recorrem a quimicas mais elaboradas, traduzindo-se em mais
danos celulares. Nesses modelos, sdo assim necessarios numeros superiores de células

e uma maior concentragdo das substancias bio-activas adicionadas ao polimero.
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Co-encapsulamento de células beta INS-1E e
nanoparticulas contendo GLP-1 em hidrogéis de
alginato






1. Introducéo

O encapsulamento de células produtoras de insulina em hidrogéis de alginato tem
apresentado um enorme potencial, permitindo a imunoprotec¢éo e suporte das células
encapsuladas ap6s o transplante para recipientes com diabetes [1]. A facilidade de formar
hidrogéis em condigbes favoraveis a sobrevivéncia celular e a sua biocompatibilidade
fazem do alginato o polimero mais usado para esta aplicacao [2]. Um problema ainda por
ultrapassar continua a ser a funcionalidade e sobrevivéncia das células ao longo do tempo
[1, 3]. Os hidrogéis evitam o contacto directo com o hospedeiro bem como a passagem
de células do sistema imunitario e anticorpos. No entanto, entidades de baixo peso
molecular, como as espécies reactivas de oxigénio (ROS) ou as citocinas pro-
inflamatorias produzidas na resposta inflamatéria ao implante, conseguem atravessar
livremente a membrana interagindo com as células encapsuladas causando, em ultima
instéancia, morte celular [1]. Desta forma, criar estratégias que permitam melhorar a
funcionalidade e sobrevivéncia das células encapsuladas, o objectivo do presente
trabalho, é premente para o sucesso desta aplicacdo. Células mais responsivas e mais
resistentes a apoptose garantem a funcionalidade do implante e permitem o recurso a um
menor numero de células, resolvendo também a questao da falta de dadores.

Um agente terapéutico proposto para aumentar a capacidade insulinotrépica das células
beta bem como para as proteger da apoptose é o glucagon-like peptide 1 (GLP-1) [4-6].
Esta incretina, produzida nas células L do intestino em resposta ao aumento da ingestédo
de alimentos, particularmente hidratos de carbono e lipidos, leva ao aumento da secre¢ao
de insulina dependente da glicose [4—6]. No pancreas, a ligacdo ao seu receptor, para
além do seu efeito insulinotrépico, leva a um aumento da neogénese e proliferacdo das
células beta e reducéo da sua apoptose e ainda a inibicdo da secrecdo de glucagon pelas
células alfa [4, 6]. Estas ac¢des devem-se ao envolvimento de mdltiplas vias intracelulares
mediadas maioritariamente pela PI13-K/Akt e cAMP/PKA, como mostra o esquema da

Figura 1.
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Figura 1: Producédo e accdo do GLP-1 (A) e seus efeitos intracelulares na célula beta (B).
GLP-1 - glucagon-like peptide-1; GLP-1R - glucagon-like peptide-1 receptor; PI3K/Akt -
Fosfatidilinositol-3-cinase/Proteina cinase B; cAMP/PKA - Monofosfato ciclico de
adenosina/Proteina cinase A; PDX-1 - Pancreatic and duodenal homeobox 1

No ambito da transplantacdo de células produtoras de insulina, um estudo in vivo revelou
gue a sinalizagdo mediada pelo receptor do GLP-1 protege as células beta, inibindo a sua
apoptose. Esta protec¢do deveu-se a administracdo intraperitoneal diaria de exendin-4,
um mimético do GLP-1, apds o transplante via intraportal de ilhéus de ratinho para o
figado [7].

O tratamento in vitro de ilhéus micro-encapsulados com este mimético também mostrou
um aumento da secrecao de insulina e da taxa de oxidacéo da glicose. No entanto, estes
efeitos ndo permaneceram guando os ilhéus foram implantados na cavidade peritoneal
de ratinhos diabéticos [8]. Na tentativa de aumentar a estabilidade do GLP-1 no interior
do hidrogel, desenvolveram-se conjugados poliméricos com 0 mesmo, que foram co-
encapsulados com ilhéus de rato e avaliados in vitro. Embora tenham apresentado
resultados promissores, a principal limitacdo prendeu-se com a aleatoriedade da reaccéo

entre a incretina e os polimeros. Reacc¢des na zona bioactiva do GLP-1 levaram a perda



da sua fungéo [9]. Uma metodologia mais arrojada permitiu o encapsulamento de células
beta RIN-m5F e ilhéus de rato num hidrogel de polietilenoglicol (PEG) funcionalizado com
GLP-1 [10]. Os autores descrevem a sintese de GLP-1 com um residuo adicional de
cisteina no terminal carboxilico, local onde se da a fotopolimerizacao (via tiol-acrilato) com
o polietilenoglicol diacrilato (PEGDA). Estes hidrogéis permitiram uma melhoria da
secrecdo de insulina bem como um aumento da sobrevivéncia celular [10]. Outra
metodologia consistiu na modificacdo genética das células beta para posterior implante,
através do aumento da expressao do receptor do GLP-1 nas células beta INS-1E levando
a estimulacéo do gene promotor da insulina [11].

No presente trabalho, propomos uma forma diferente de proporcionar o contacto do GLP-
1 com as células beta. O GLP-1 é encapsulado em nanoparticulas (NPs) que, por sua
vez, sdo encapsuladas juntamente com as células no hidrogel de alginato (Figura 2). Para
o efeito, a incretina foi encapsulada em NPs de acido poli(lactico-co-glicolico) (PLGA), um
dos sistemas mais usados e bem caracterizados para libertacdo controlada de agentes
farmacoldgicos. Aprovado pela Food and Drug Administration (FDA), estes sistemas sao
biocompativeis e biodegradaveis, permitindo, através do controlo de algumas das

propriedades do polimero, controlar a libertacdo dos agentes farmacoldgicos [12].
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Figura 2: Co-encapsulamento das células beta INS-1E e das nanopatrticulas contendo GLP-
1, em hidrogéis de alginato.
PLGA - acido poli(lactico-co-glicélico); GLP-1 - glucagon-like peptide-1.
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Desta forma, a libertacdo e accdo do GLP-1 é restrita ao local de interesse e com a
garantia da sua total eficacia, uma vez que a estrutura da incretina ndo é alterada. Apos
caracterizacdo das NPs, este trabalho teve como objectivo avaliar o efeito do co-
encapsulamento destas com as células beta INS-1E, avaliando a resposta celular in vitro.

2. Materiais e métodos

2.1 Preparacao das nanoparticulas de PLGA contendo GLP-1

As NPs de PLGA foram produzidas através do método de dupla emulséo agua/dleo/agua
(a/o/a) com evaporacgdo do solvente [13], como esquematizado na Figura 3. Todos 0s

parametros foram previamente optimizados para o encapsulamento do GLP-1 [14].

K}
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Figura 3: Método de preparacéo das nanoparticulas de PLGA contendo GLP-1.

O polimero de PLGA (Purasorb PDLG 5004, Purac Biomateriais) foi dissolvido no solvente
organico acetato de etilo na concentragdo de 100 mg/mL e o GLP-1 (Glucagon like
peptide-1, United Peptides) em agua MiliQ numa concentragdo de 2,5 mg/mL. A solugéo
do péptido foi adicionada a do polimero seguindo-se um periodo de sonicagdo de 30
segundos a 70% de amplitude (Vibra-Cell™ ultrasonic processor, Sonics and Materials).

A primeira emulsédo (a/o) foi entdo adicionada a 4 mL de solugdo surfactante de &lcool



polivinilico (PVA, 99% hidrolisado, Sigma) a 2% (m/v) em agua MiliQ e novamente
sonicada durante 30 segundos. Por fim, a segunda emulsdo resultante (a/o/a) foi
adicionada a 7,5 mL da mesma solugéo surfactante, permanecendo a agitar (300 rpm)
durante 3 horas para a evaporacao do solvente organico.

As NPs foram lavadas 3 vezes em agua MiliQ através de centrifugacdes a uma rotagédo
de 20 000 g durante 20 minutos, recorrendo a uma ultracentrifuga (Beckman Avanti J-26
XP, Beckman Coulter). Depois deste passo, as NPs foram ressuspendidas em agua MiliQ
e guardadas a 4 °C para posterior andlise. Para a esterilizacdo, a suspensao das NPs foi

exposta a luz ultravioleta durante 20 minutos.

2.2 Caracterizacao das nanoparticulas

2.2.1 Dynamic light scattering

Apo6s a producdo das NPs, estas foram caracterizadas por dynamic light scattering
(disperséo dinamica da luz) através do aparelho Malvern Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments Ltd) onde foi possivel avaliar o seu tamanho médio (hm), o indice de
polidispersividade e a sua carga (potencial zeta - mV). Para tal, as amostras foram diluidas
em agua MiliQ e colocadas nas células de leitura do aparelho, onde foram avaliadas em

triplicado, a 25 °C, com um angulo de deteccéo de 173°.

2.2.2 Microscopia electronica de transmissao

Para a avaliacdo da morfologia das NPs bem como a confirmacéo do seu tamanho, estas
foram observadas recorrendo a um Microscopio electronico de transmissao (TEM FEI-
Tecnai G2 Spirit Biotwin), com uma tensao de aceleracdo de 100 kV. Para a preparagéo
das amostras, as NPs foram diluidas em agua MiliQ e colocadas a adsorver 5 minutos
numa grelha de cobre previamente revestida de Formvar/Carbon. O contraste foi feito
com a adicdo de acetato de uranilo a 2% (m/v) durante 1 minuto. Em cada passo, 0s
excessos das solugfes foram removidos com papel de filtro e, no final, a grelha foi deixada

a secar uns minutos a temperatura ambiente antes da observac¢éo ao microscépio.

2.2.3 Eficiéncia de encapsulamento do GLP-1

Foi determinada a eficiéncia de encapsulamento do GLP-1 com as NPs através do método

indirecto, de acordo com a seguinte formula:
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Eficiéncia de encapsulamento (%) = [(massa péptido usado - massa péptido no
sobrenadante) / péptido usado] x 100.

Os célculos foram feitos através da diferenca entre a massa total de GLP-1 usada para
preparar as NPs e a quantidade de GLP-1 que se quantificou na solu¢do aquosa apoés a
lavagem das particulas e centrifugacao.

2.2.4 Perfil de libertacdo do GLP-1 in vitro

Para a avaliacdo do perfil de libertacdo do GLP-1 das NPs, foi usada uma quantidade de
NPs correspondentes a 50 ug de GLP-1. As NPs foram adicionadas a 25 mL de tampéao
Tris salino (TBS), suplementado com célcio - TBS-célcio (50 mM Tris, 150 mM NacCl, 7,5
mM CacCl,, pH=7,6), em constante agitacdo (150 rpm) e a 37 °C durante 7 dias. No dia 1
foram recolhidas aliquotas (800 pL) da solucdo com as NPs a diferentes tempos de 1, 5
e 10 horas apés o inicio do ensaio. Nos restantes dias (dia 2 - dia 7) foram recolhidas
aliquotas (800 uL) sempre a mesma hora. As amostras foram centrifugadas a 20 000 g
durante 20 minutos e o sobrenadante foi guardado para posterior quantificacdo de GLP-
1 através de um Kit comercial (GLP-1 EIA Kit, Sigma Aldrich). O pellet de NP foi
ressuspendido com o mesmo volume de soluc¢do (800 uL), pré-aquecida, e voltado a

adicionar a solucao inicial, mantendo sempre o volume constante e as condi¢des sink.

2.3 Cultura celular

As células beta INS-1E foram cultivadas em meio Roswell Park Memorial Institute 1640
(RPMI 1640), suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino (FBS), 100 U/mL
penicilina e 100 pg/mL estreptomicina, 10 mM HEPES, 1 mM piruvato de sédio e 50 uM
de B-mercaptoetanol. As células foram mantidas sob atmosfera humidificada, a 37 °C e
contendo 5% (v/v) CO.. O meio de cultura foi mudado duas vezes por semana e a
potencial presenca de micoplasma regularmente testada. Exceptuando o B-
mercaptoetanol, adquirido na Sigma, todos os restantes compostos usados na cultura

celular foram adquiridos a Gibco, Life Technologies.

2.4 Citotoxicidade das nanoparticulas

Para os testes de citotoxicidade as células INS-1E foram plaquedas em placas de 96
pocos com uma densidade de 2x10* células/poco. Apds 24 horas em cultura, o meio foi
removido e as células foram incubadas com as NPs em meio, com concentragdes de

PLGA correspondentes uma gama entre 0,1 mg/mL, 0,5 mg/mL, 1 mg/mL, 5 mg/mL e 10



mg/mL, pelo periodo de 24 e 48 horas. Nos diferentes tempos (24h e 48h), a citotoxicidade
foi avaliada pela actividade metabdlica celular através do ensaio da resazurina. Na
mitocondria, esta molécula é reduzida, na presenca de NADPH ou NADH, a resorufina.
Desta forma, a quantificagdo da fluorescéncia emitida pela resorufina traduz actividade
metabdlica mitocondrial. No ensaio, as células foram incubadas com resazurina a 20%
(v/v) (stock a 0,1 mg/mL) em meio de cultura (200 L) durante 2 horas a 37 °C, protegidas
da luz. Para a leitura, transferiram-se 100 pL do sobrenadante para uma placa de 96
pocos preta com fundo transparente (96-Well Black Clear-Bottom Plate, Costar) e
procedeu-se a leitura da fluorescéncia num espectrofluorimetro para microplacas
(Synergy MX, BioTek Intruments Inc.) com excitacdo a 530 nm e emissédo a 590 nm.
Células tratadas com Triton 1% foram usadas como controlo negativo. Todas as leituras
foram comparadas com o controlo positivo (células apenas com meio de cultura),

considerado com actividade celular de 100%.

2.5. Co-encapsulamento das células INS-1E com as nanoparticulas em hidrogéis de

alginato

Para o encapsulamento, foi preparada uma solucdo de alginato de s6dio (PRONOVA
Ultrapure Sodium Alginate LVG, NovaMatrix, FCM BioPolymer), com a concentracéo final
de 2% (m/v), em 0,9% (m/v) de cloreto de sddio (NaCl). A essa solucdo foram adicionas
as células INS-1E (5x10° células/mL) e as NPs contendo GLP-1. A quantidade de NPs foi
calculada para que, no final, cada hidrogel de alginato ficasse com aproximadamente 33
nM de GLP-1. Ap6s homogeneizacdo, esta suspensdo foi extrudida através de uma
agulha de 25G para uma solu¢éo gelificante (100 mM CaCl,, 10 mM HEPES, 150 mM
NaCl). As esferas permaneceram na solucdo gelificante durante 15 minutos. Apés a
reticulacdo e lavagem em meio de cultura, as células encapsuladas nos hidrogéis foram
distribuidas por placas de 24 pocos (3 esferas/po¢o) com 500 uL meio/pogo e colocadas
em cultura. As avaliagbes do co-encapsulamento das NPs com as células (Alg-GLP1)

foram comparadas com a condig¢&o controlo, ou seja, sem a adi¢cdo das NPs (Alg-0).

2.5.1 Actividade metabdlica

A actividade metabdlica celular foi avaliada nos dias 1, 4 e 7 apGs 0 co- encapsulamento
através do ensaio da resazurina. Como explicado anteriormente, a fluorescéncia emitida
pela resorufina traduz a actividade metabdlica mitocondrial. No ensaio, as esferas (3
esferas/poco) foram incubadas com resazurina a 20% (v/v) (stock a 0,1 mg/mL) em meio

de cultura (500 pL) durante 2 horas a 37 °C, protegidas da luz. Para a leitura, transferiu-
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se 200 pL do sobrenadante para uma placa de 96 pogos preta com fundo transparente
(96-well black clear-bottom plate, Costar) e procedeu-se a leitura da fluorescéncia num
espectrofluorimetro para microplacas (Synergy MX, BioTek Intruments Inc) com as
seguintes definicdes: EX/Em = 530/590 nm.

2.5.2 Secrecdo de insulina

O teste de secrecdo de insulina apds estimulo com glicose foi realizado as células
encapsuladas depois de 4 dias em cultura. Para tal, ap6s a remoc¢éo do meio e a lavagem
das esferas (3 esferas/poco) com tampao Krebs-Ringer modificado (135 mM NacCl, 3,6
mM KCI, 0,5 mM NaH>PO4, 5 mM NaHCO3, 10 mM HEPES, 1,5 mM CacCl,, 0,5 mM MgCly,
0,1% (m/v) BSA, pH=7,4), estas foram incubadas com o0 mesmo tampéao durante 1 hora.
Apoés lavagens, as esferas foram incubadas com o tampao suplementado com glicose (2
mM ou 20 mM) durante 1 hora. Apés a incubacao, foram recolhidos os sobrenadantes e
congelados a -20 °C para posterior quantificacdo da insulina. Os niveis de insulina foram
determinados por ELISA, recorrendo a um kit comercial (Ultrasensitive Rat Insulin ELISA,
Mercodia), seguindo as recomendacdes do fabricante. A absorvancia foi lida a um
comprimento de onde de 450 nm, recorrendo a um leitor para microplacas (Synergy MX,

BioTek Intruments Inc).

2.6 Andlise estatistica

Para a andlise estatistica, recorreu-se ao programa GraphPad Prism. Foi testada a
normalidade da distribuicdo das variaveis com os testes de Shapiro-Wilk e D'Agostino. As
significancias estatisticas foram determinadas pelo teste Two-way ANOVA, seguido da
avaliacdo das comparac¢des multiplas com os testes Tukey ou Sidak. Os resultados sédo
apresentados como média + desvio padrdo e as diferencas foram consideradas

estatisticamente significativas para valores de p<0,05.

3. Resultados

3.1 Caracterizacdo das nanoparticulas

Apés a producdo das NPs, estas foram caracterizadas segundo o seu tamanho,

polidispersividade e potencial zeta (carga) (Figura 4-B). As NPs apresentaram um



tamanho médio de aproximadamente 170 nm e um baixo valor médio de
polidispersividade (0,05). As imagens de microscopia electronica de transmissdo mostram
a forma esférica das NPs e confirmam os tamanhos das mesmas (Figura 4-A). A carga
superficial, medida pelo potencial zeta médio, é negativa (-24,3 mV).

B

Parametros

Tamanho (nm) 169,3 + 3,24
::)noc:iigiesp?eersividade 0,05+0,01

Potencial zeta (mV) -24,3+3,94

Os valores dizem respeito as médias * erro padrdo da média, correspondentes a 5
formulagdes diferentes de nanoparticulas de PLGA.

Figura 4: (A) Imagens de microscopia electrénica de transmissdo das nanoparticulas de
PLGA. As barras correspondem a 1000 nm. (B) Tamanho, indice de polidispersividade e
potencial zeta das nanoparticulas, obtidos por dynamic light scattering.

A eficiéncia de encapsulamento média do GLP-1 nas NPs de PLGA foi de 65,4% (Figura
5-A), préximo do valor reportado anteriormente para o0 GLP-1 nestas NPs [14]. O perfil de
libertacdo do GLP-1 pelas NPs mostrou um aumento gradual da libertacdo ao longo dos

dias, atingindo 71% de libertacdo 7 dias apds o inicio do estudo (Figura 5-B).
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Eficiéncia de encapsulamento (%) 654+115
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Figura 5: (A) Eficiéncia de encapsulamento do GLP-1 nas nanoparticulas (n=3). (B) Perfil de
libertacdo do péptido GLP-1 (n=2). Os valores séo apresentados pela média + DP.

3.2 Citotoxicidade das nanoparticulas

A citotoxicidade foi avaliada pela actividade metabdlica das células beta INS-1E em
monocamada, apés 24 e 48 horas de exposicao a concentracbes crescentes de NPs de
PLGA. Como podemos observar na Figura 6, apés 24 horas de exposi¢do as NPs, ndo
houve alteracdo da actividade metabdlica em nenhuma das concentracdes testadas. Apos
a exposicdo mais prolongada (48h), apenas a concentragdo de 10 mg/mL induziu um
decréscimo de 12% na actividade metabdlica das células, comparando com as células
controlo nao tratadas (p<0,05). Ainda assim, a actividade metabdlica apresentada é

sempre superior a 85% o que representa um nivel de toxicidade muito baixo.
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Figura 6: Actividade metabdlica das células beta INS-1E apds exposicdo a diferentes
concentracbes de PLGA (0,1 - 10mg/mL) durante 24 e 48 horas. Para a determinagcdo da
actividade metabdlica, recorreu-se ao ensaio da resazurina. Os valores estéo representados
pela média da percentagem em relacéo ao controlo (células apenas com meio de cultura) +
DP (n=7). *p<0,05 vs. o respectivo controlo (Ct).

3.3 Efeito do co-encapsulamento das nanoparticulas contendo GLP-1 na actividade

metabdlica e secrecéo de insulina das células INS-1E

A actividade metabdlica, traduzida pelo aumento da fluorescéncia da resorufina, mostrou,
em todos os tempos avaliados, um aumentou estatisticamente significativo nas células
gue foram co-encapsuladas com as NPs contendo GLP-1 (Alg-GLP1), comparando com
as que foram encapsuladas isoladamente (Alg-0). As diferencas foram mais pronunciadas
nos dias 1 e 4 (p<0,001) e menos no Ultimo dia da experiéncia, dia 7 (p<0,05) (Figura 7).
Desta forma, na condicdo Alg-GLP1 o aumento da actividade metabdlica ao longo do
tempo em cultura é estatisticamente significativo entre os diferentes dias (p<0,001). Por
outro lado, na condi¢éo Alg-0, o aumento da actividade metabdlica € mais lento e apenas
encontramos diferengas estatisticamente significativas no dia 7 (p<0,001 comparando

com o dia 1 e p<0,05 comparando com o dia 4).
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Figura 7: Efeito da presenca das nanoparticulas de GLP-1 na actividade metabdlica das
células beta INS-1E encapsuladas durante 7 dias em cultura. A actividade metabdlica foi
avaliada pelo método da resazurina e medido em RFU (resazurin fluorescence units). Os

resultados séo representados pela média = DP (n=3,4). *p<0,05 e ***p<0,001 entre Alg-0 e

Alg-GLP1; &&&p<0,001 entreosdias4e7eodiale #p<0,05 ###p<0,001 entre o dia 7 e o dia

4,

Relativamente a capacidade de secrecao de insulina (Figura 8), as células de ambas as
condicbes (Alg-0 e Alg-GLP1), quando estimuladas com uma concentracdo elevada de
glicose (20 mM), responderam com um aumento na secrecao da insulina, embora este
seja apenas estatisticamente significativo (p<0,01) na condi¢do Alg-GLP1. Mais ainda, as
células co-encapsuladas com as NPs com GLP-1 (Alg-GLP1) mostraram um aumento de
5,7 vezes nos niveis de insulina, comparando com o estimulo de 2 mM, enquanto as
células da condicao controlo (Alg-0) aumentaram os valores apenas 1,8 vezes em relacdo
ao estimulo de 2 mM. Este aumento da resposta secretora entre as duas condi¢des (Alg-

0 e Alg-GLP1) é estatisticamente significativo (p<0,001).
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Figura 8: Efeito da presenca das nanoparticulas de GLP-1 na secrecdo de insulina das
células INS-1E. O teste de secrec¢ado de insulina apos estimulo com glicose (2 mM e 20 mM)
foi efectuado ao dia 4 da cultura celular e os niveis de insulina determinados por ELISA. Os
resultados séo representados pela média + DP (n=3,5). ***p<0,001 entre Alg-GLP1 e Alg-0 e
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p<0,001 entre 2 mM e 20 mM.

4. Discussao

Melhorar a secrecdo de insulina e melhorar a resisténcia a apoptose das células beta
imobilizadas € apostar na melhor funcionalidade e na maior longevidade dos implantes
para o tratamento da diabetes. O uso do GLP-1 ja foi avaliado nesta aplicacdo, embora
com algumas limitacdes [9, 10, 15]. Nos trabalhos reportados, o péptido € aprisionado
guimicamente a um polimero, quer seja o polimero usado como estabilizador do GLP-1
[9, 15] ou o polimero que encapsula as células beta [10], podendo acarretar problemas
para a funcionalidade da incretina. Na metodologia que propomos, uma vez que apenas
ocorre um aprisionamento fisico, certificamo-nos que ndo ha qualquer alteracdo no local
activo do GLP-1 que possa inviabilizar a sua fungdo. Mesmo garantindo que a reacgao
guimica ndo ocorre aleatoriamente, mas num residuo adicional do GLP-1, como garante
Lin e seus colaboradores [10], postulamos que a libertagcdo do GLP-1 das NPs, como
propomos na nossa metodologia, facilita a ligacdo aos seus receptores e a sua
consequente acgdo. Esta metodologia permite entdo acrescentar bioactividade as esferas
de alginato sem prejuizo na capacidade de reticulagdo do alginato, dado ndo haver
alteracdes quimicas do polimero, nem no tamanho final dos hidrogéis, uma vez que

estamos a introduzir elementos a uma escala nanométrica.
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O método da dupla emulsdo agual/dleo/agua com evaporacgdo do solvente permitiu
preparar NPs com tamanhos monodispersos, garantindo uma maior uniformidade no
comportamento das mesmas no que respeita ao perfil de libertacdo [16]. A geometria
esférica resultante do método também influencia positivamente a interaccdo das
particulas com as células [14]. Este método e o uso de acetato de etilo como solvente
organico permitiram ainda uma eficiéncia de encapsulamento superior a ja descrita para
outras proteinas como a insulina [14].

Neste trabalho, a avaliacéo do perfil de libertacdo do GLP-1 das NPs pretende ser mais
um parametro da sua caracterizacdo que, no entanto, podera nao traduzir o perfil de
libertacdo das NPs no sistema que propomos. Neste, estando encapsuladas juntamente
com as células numa rede de alginato, as NPs estarao mais protegidas, facto que podera
influenciar a sua taxa de libertacdo, possivelmente reduzindo-a, e prolongando assim o
tempo de accao da incretina. As NPs poderéao ainda interagir com as células, questao que
também influencia o seu perfil de libertacdo. Embora ndo tenha sido possivel caracterizar
detalhadamente este perfil, podemos facilmente garantir que o GLP-1 esta a ser libertado
e a actuar nas células encapsuladas, uma vez que os seus efeitos nas mesmas sao
visiveis. Comparando com a condicao controlo (Alg-0), as células co-encapsuladas com
as NPs contendo GLP-1 (Alg-GLP-1), aumentam a sua actividade metabdlica e a sua
funcao insulino-secretora, efeitos ja reportados noutros sistemas [6, 17, 18]. Estes efeitos
sdo obtidos com uma concentracdo de PLGA por poco quase 1000 vezes inferior (e com
uma quantidade de PLGA por célula também menor, pois estamos na presenca de um
maior nimero de células por poco) aquela que se revelou citotoxica. O aumento da
actividade metabolica das células co-encapsuladas com as NPs, observado ao longo do
tempo em cultura, também comprova a biocompatibilidade das mesmas no sistema
estudado.

Acredita-se que o GLP-1 se va libertando ao longo de todo o periodo experimental,
ocorrendo libertagdo logo apos as primeiras 24 horas em cultura. Nesse momento, a
actividade metabdlica das células é superior a situacdo controlo, mantendo-se essa
tendéncia de crescimento e superioridade até ao dia 7. O aumento da actividade
metabdlica observado devera traduzir um aumento da proliferacéo celular, que podera ser
confirmada pela quantificacdo do DNA numa experiéncia futura. A proliferacéo celular é
uma consequéncia da accao do GLP-1 mediada pela activagédo da proteina cinase B, ja
descrita em estudos anteriores nesta linha celular [17]. Neste estudo, Wang demostrou
gue as células beta INS-1 proliferam proporcionalmente a exposicdo a concentra¢des
crescentes de GLP-1 entre 1 mM e 100 mM [17]. No nosso sistema, embora ndo tenha
sido possivel clarificar num preciso momento a que concentracdo de GLP-1 as células

estdo expostas, sabe-se que, por poco, a quantidade de GLP-1 encapsulada é de 100



mM, distribuido pelas particulas de 3 esferas (= 33 mM GLP-1/esfera). No entanto,
indirectamente conseguiu-se perceber que houve libertacdo do péptido e que a
concentracao € causal, quer na actividade metabdlica quer na secrecao de insulina. No
dia 4, verificou-se que a capacidade secretora das células expostas ao GLP-1 mostra, em
média, trés vezes maior eficiéncia quando comparada com as células da situagéo
controlo. Quando estimuladas pela concentracdo de glicose de 20 mM as células
encapsuladas em Alg-GLP1 aumentaram os niveis de insulina 5,7 vezes em relacéo a
concentracdo de glicose de 2 mM, enquanto as células encapsuladas em Agl-0
aumentaram 1,8 vezes para 0 mesmo estimulo. Os niveis superiores de insulina
observados nas células co-encapsuladas com as nanoparticulas (Alg-GLP1) poderdo
dever-se ao maior nimero de células por pogco, como se pode inferir da actividade
metabdlica medida nesse dia. A melhoria da secrecao da insulina dependente da glicose
foi ja confirmada nesta linha celular apos exposicéo a 10 nM de GLP-1 [18] e esta descrito
noutras linhas de células beta, em ilhéus e em modelos animais [4, 6], resultado da
consequente elevacao do cAMP e subsequente activacdo da PKA [4-6]. Também num
sistema reportado por Lin, as células encapsuladas com o PEG/GLP-1 aumentam
significativamente a secrec¢do de insulina a partir de concentragbes do GLP-1C de 1 uM
[10]. Uma vez mais, nhdo se conseguiu clarificar a concentracdo de GLP-1 que levou ao
aumento pronunciado da secrecdo de insulina, mas pode-se afirmar que € mais baixa que
1 uM reportado no sistema de Lin. No ensaio de libertagcdo in vitro, no dia 4, as NPs ja
tinham libertado aproximadamente 65% do seu conteddo, mas, como discutido
anteriormente, esse dado podera ndo traduzir a taxa de libertacdo do péptido no sistema
gue criamos. Ensaios futuros serdo necessarios para caracterizar de uma forma directa a
libertacdo da incretina ap6s o encapsulamento das nanoparticulas NPs nos hidrogéis de
alginato.

Mais experiéncias sdo também necessarias para esclarecer se as NPs ficam retidas na
malha do alginato e se € o péptido que, apés ser libertado, vai interagir com as células ou
se, pelo tamanho nanométrico das particulas e pela sua geometria esférica, estas
conseguem mover-se e interagir com as células, libertando o seu conteldo no interior das
mesmas. Resultados preliminares que necessitam de ser validados mostram, através de
microscopia electrénica de transmissao, a ocorréncia dos dois cenarios: NPs fora e dentro
das células. Qualguer que seja o cenario, a libertagéo é feita in loco, e o GLP-1 terd uma
acgcdo paracrina ou mesmo autécrina, contrariamente ao que acontece em ambiente
fisiolégico. Fisiologicamente, ap0s a secre¢éo pelas células L intestinais, a incretina entra
na circulagdo sanguinea onde tem um tempo de semi-vida de apenas 2 minutos [6]. A

passagem pelo figado e a ac¢do da enzima DPP-4 sdo as responséaveis pela sua
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degradacéo rapida, tendo sido ja demonstrado que a inibicdo da accdo desta enzima
traduz-se numa melhoria da secrec¢éo de insulina dependente da glicose [6].

Concluindo, o presente trabalho permitiu criar um novo sistema que possibilita a melhoria
da viabilidade das células beta, traduzida na secrecdo aumentada de insulina. Com esta
metodologia podera ser possivel ajustar o tempo de libertacdo do agente terapéutico para
periodos prolongados, dependentes da taxa de degradacdo das NPs. Estando
encapsulado nas mesmas, o GLP-1 nao sofre modifica¢cdes quimicas que poderiam levar
a perda da sua funcdo. Por outro lado, este método ndo descura a essencial protecgédo
por parte do hidrogel de alginato que encapsula as células, crucial para a sobrevivéncia
celular apés o implante. O hidrogel ndo é alterado, ndo sendo perturbada a sua
capacidade de reticulacdo e interaccado com as células encapsuladas. Este sistema é
versétil e podera ser usado para encapsular diferentes agentes farmacolégicos em NPs
gue sao co-encapsuladas com as células alvo. Desta forma, garantimos que a libertacéo
é feita in loco, nas células alvo ou na sua periferia. A degradacdo das NPs pode ser
modulada, mas a possibilidade de perder o agente farmacolégico antes do contacto com

as ceélulas alvo € completamente abolido neste tipo de sistema.
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Efeito do implante de células beta INS-1E,
encapsuladas em alginato funcionalizado com o
péptido RGD, num modelo de diabetes tipo 2






1. Introducéo

E vasta a literatura e promissores os resultados da terapia de transplantaco de ilhéus de
Langerhans encapsulados para o tratamento da diabetes [1]. Inicialmente, os estudos in
vitro confirmaram a sua potencialidade, demonstrando a capacidade das células
produzirem insulina enquanto permaneciam protegidas das agressdes do exterior [1-3].
Seguiram-se 0s ensaios in vivo em varios modelos animais que abriram as portas aos
testes em humanos, que aproximam cada vez mais este método inovador da pratica
clinica [2, 4]. Desde as primeiras experiéncias com o alginato [5], este polimero natural
tem sido o mais explorado para esta aplicagéo [6].

Uma revisdo na literatura permite observar que, em todos os casos da aplicacdo desta
metodologia, o recipiente reportado € sempre um modelo de diabetes tipo 1 [1-3, 7-9].
Esta patologia é caracterizada pela completa supresséo da secrecao de insulina, pelo que
a terapéutica passa obrigatoriamente pela administracdo desta hormona. Com a
transplantacdo dos ilhéus encapsulados e enquanto o implante mantiver a sua
funcionalidade, uma reducéo ou a eliminacdo da administracéo exdgena da insulina pode
ser atingida [1, 2]. Até ao momento, ndo encontramos referéncia a avaliacdo desta
metodologia na diabetes tipo 2. A intervencdo clinica neste tipo de diabetes recorre
maioritariamente ao uso dos antidiabéticos orais [10]. No entanto, certas correntes
defendem o beneficio da administracdo de insulina numa fase precoce da doenca [11],
permitindo um melhor controlo glicémico que evita ou leva a um atraso das complicacdes
associadas a estadios avancados da doenca. Mais vulgarmente, as op¢des terapéuticas
passam pela associacdo dos antidiabéticos orais e administracdo da insulina e, por fim,
guando o pancreas enddcrino entra em faléncia, a administragdo da hormona torna-se
obrigatéria para a sobrevivéncia do doente [11, 12]. Este cenario encorajou-nos a avaliar
a potencialidade do pancreas bio-artificial num modelo de diabetes tipo 2. Para tal
recorremos aos ratos Goto-Kakizaki (GK), um modelo genético de diabetes tipo 2 néo
obesa em que predominam alteracdes estruturais e funcionais da célula beta pancreética.
Outro aspecto que também gostariamos de clarificar com esta experiéncia diz respeito ao
uso de células beta individualizadas em alternativa ao uso de ilhéus. Estes sdo estruturas
altamente especializadas na secrec¢édo de insulina e a sua composicao em diferentes tipos
celulares é importante para o complexo mecanismo de regulacéo da secre¢éo de insulina
[2]. No entanto, como sabemos, um dos problemas que limita o transplante de ilhéus
prende-se com a caréncia de dadores alogénicos, pelo que a transplantagédo de ilhéus
xenogénicos ou ainda a transplantagcdo de células beta individualizadas, quer
imortalizadas, derivadas de células estaminais ou de processos de reprogramacgao

celular, séo solugtes a considerar [2, 13]. Neste campo das células beta individualizadas,
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dada a possibilidade da serem uma fonte celular inesgotavel, € importante caracterizar o
seu comportamento e criar um nicho que permita a manutencdo da sua viabilidade e
funcdo secretora semelhante aos ilhéus. Um estudo deste ano de Vegas e seus
colaboradores demonstrou, pela primeira vez, um controlo glicémico prolongado em
ratinhos imunocompetentes com diabetes tipo 1, ap6s o implante de células beta
humanas derivadas de células estaminais embrionarias, encapsuladas em hidrogéis de
alginato [14]. Dada a intensa investigacdo nesta area, depois deste resultado in vivo
promissor e ainda impulsionados pelos resultados positivos que descrevemaos in vitro, foi
também nosso objectivo avaliar o comportamento do implante alogénico de uma linha de
células beta em ratos diabéticos. Para tal, usaram-se as células beta INS-1E que possuem
uma capacidade de resposta as alteracdes fisioldgicas da concentracao de glicose, muito
semelhante a de ilhéus de rato [15].

As células INS-1E foram entédo encapsuladas em hidrogéis de alginato funcionalizado com
0 péptido de adesdo RGD e posteriormente implantadas nos animais. O perfil glicémico
dos animais foi avaliado ao longo de 21 dias ap6s o implante e, no final, foram efectuadas
andlises histolégicas para melhor caracterizar o implante e a sua interaccdo com 0s

tecidos adjacentes e, assim, perceber a sua potencialidade neste modelo animal.

2. Materiais e métodos

2.1 Modelos animais

Para testar a resposta das células encapsuladas apés o implante, recorreu-se a um
modelo animal de diabetes tipo 2 ndo obesa, os ratos Goto-Kakizaki (GK), com idades
compreendidas entre as 22 e 26 semanas. O modelo de ratos Wistar (W) serviu como o
grupo controlo de ratos saudaveis. Os dois modelos animais sdo provenientes de colbénias
locais (Faculdade de Medicina, Universidade de Coimbra), mantidas sob temperatura e
humidade controladas (22-24 °C e 50-60%, respectivamente), ventilacdo adequada (12
renovagdes de ar/hora) e ciclos alternados (12h) de luz e obscuridade. Os animais tiveram
livre acesso a racao (dieta standard laboratorial AO3; Panlab) e agua. Todos os protocolos
experimentais envolvendo os animais foram aprovados pela Comissdo de Etica local e
estdo de acordo com os protocolos internacionais de manutengéo e utilizagédo de animais
de laboratorio.

Os ratos GK foram divididos em 3 grupos experimentais: GK controlo n&o operados - GKc

(n=4), GK implantados com esferas de alginato-RGD (veiculo) - GKv (n=3) e GK



implantados com células beta INS-1E encapsuladas em esferas de alginato-RGD - GKi
(n=3). Como referido anteriormente, os ratos Wistar foram os controlos saudaveis do
estudo - Wc (n=4).

2.2 Cultura celular

As células beta INS-1E foram cultivadas em meio Roswell Park Memorial Institute 1640
(RPMI 1640), suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino (FBS), 100 U/mL
penicilina e 100 pg/mL estreptomicina, 10 mM HEPES, 1 mM piruvato de sddio e 50 uM
de B-mercaptoetanol. As células foram mantidas sob atmosfera humidificada, a 37 °C e
contendo 5% (v/v) CO.. O meio de cultura foi mudado duas vezes por semana e a
potencial presenca de micoplasma regularmente testada. Exceptuando o f-
mercaptoetanol, adquirido na Sigma, todos os restantes compostos usados na cultura

celular foram adquiridos a Gibco, Life Technologies

2.3 Encapsulamento das células INS-1E em hidrogéis de alginato-RGD

Para o encapsulamento das células, foi preparada uma solucdo de alginato de sddio
(PRONOVA Ultrapure Sodium Alginate LVG, NovaMatrix, FCM BioPolymer) com a
concentracao final de 2% (m/v) em 0,9% (m/v) de cloreto de sédio (NaCl). A solucéo de
alginato continha uma mistura de alginato modificado com RGD e alginato ndo
modificado, de forma a obter uma concentracédo final de péptido de 200 uM. O péptido
RGD foi ligado covalentemente a cadeia de alginato, recorrendo a quimica das
carbodiimidas, como descrito em detalhe no Capitulo 3 - Seccdo 1. Para o
encapsulamento, 5x10° células INS-1E/mL foram suspensas na solucéo de alginato, que
foi extrudida através de uma agulha de 25 G para uma solucéo gelificante (100 mM CacCls,
10 mM HEPES, 150 mM NaCl). As esferas permaneceram na solucao gelificante durante
15 minutos. Apos a reticulagdo e lavagem em meio de cultura, as células encapsuladas
nos hidrogéis foram distribuidas por placas de 24 pocos com 500 pL meio/pogo e

colocadas em cultura durante 24 horas, até ao seu implante.

2.4 Procedimento cirdrgico para o implante das células beta encapsuladas

Para o implante, os animais foram anestesiados, por via intraperitoneal, com cloridrato de
guetamina (Parke-Davis) e cloridrato de clorpromazina (Laboratérios Vitéria) nas doses

de 75 mg/Kg e 3 mg/Kg, respectivamente.
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ApGs tricotomia e esterilizacdo da zona anterior do dorso do animal, foi feita uma incisao
transversal interescapular com aproximadamente 2 cm e exposta uma pequena loca
subcuténea, (entre o tecido celular subcutédneo e o muasculo trapezius). As esferas foram
inseridas nesta loca com a ajuda de uma pequena espatula, a que se seguiu o
encerramento da parede dorsal com sutura continua utilizando linha 2/0, e desinfeccao

posterior com betadine (Figura 1).

Figura 1: Procedimento operatério para o implante das esferas. (A) Animal tricotomizado e
desinfectado; (B) incisdo transversal interescapular; (C) introdugcdo das esferas na loca
subcutanea e (D) sutura continua da parede dorsal.

Cada animal (grupo GKi) foi implantado com cerca de 100 esferas de 2 mm cada,
contendo no seu total uma densidade celular de 5 milhGes. Os ratos GK veiculo (grupo
GKv) sofreram 0 mesmo procedimento, tendo sido implantados com 0 mesmo namero de
esferas, sem células.



2.5. Avaliagdes in vivo

2.5.1 Peso corporal, ingestao de 4gua e ragao

O peso corporal (gramas) foi determinado nos animais, em jejum (de 6h), no inicio do
estudo e 21 dias ap6s a implantacao. Foi também monitorizada ao longo do periodo
experimental a 4gua (ml) e a racdo (g) ingeridas diariamente por cada rato.

2.5.2 Glicemia ocasional e em jejum

As concentra¢fes sanguineas de glicose (mg/dL) foram determinadas no sangue total da
veia da cauda, através do método da glicose-oxidase, utilizando um glicometro e tiras-
teste (Glucometer Elite - Bayer SA). Foram avaliadas as glicemias ocasionais, sempre a
mesma hora (10h), antes da implantacdo (dia 0) e nos dias 1, 2, 3,4, 5,6, 7,11, 14, 18 e
21 ap6s o implante. Nos dias 0, 7 e 21 foi igualmente avaliada a glicemia em jejum (6

horas de jejum).

2.5.3 Prova de tolerancia a glicose por via intraperitoneal (PTGIP)

Antes da implantacdo (dia 0) e 7 dias depois, posteriormente a avaliacdo da glicemia em
jejum, os animais foram submetidos a uma prova de tolerdncia a glicose por via
intraperitoneal. Para tal, foram medidos os niveis de glicose no sangue aos 15, 30, 60, 90

e 120 minutos apds administracao intraperitoneal de glicose na dose de 1,8 g/Kg de peso.

2.6 Recolha das amostras

2.6.1 Colheita de sangue

As colheitas de sangue foram realizadas no final do periodo experimental (aos 21 dias),
por pungéo cardiaca, nos animais submetidos a jejum de 6 horas e anestesiados por via
intraperitoneal com cloroidrato de quetamina e cloridrato de clorpromazina nas doses
anteriormente referidas. Para a separagdo do soro e do plasma foram utilizados,
respectivamente, tubos BD Vacutainer e BD Vacutainer K3E com 5,4mg de EDTA (BD
Vacutainer). O sangue foi centrifugado (3500 g, 10 min, 4 °C) e o soro e o plasma foram

aliquotados e guardados a - 80 °C para posterior analise.
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2.6.2 Remocdo do implante e tecidos adjacentes

Apés a colheita de sangue, os animais (grupos GKi e GKv) foram sacrificados por
deslocamento cervical e o implante foi removido juntamente com o tecido adjacente (pele,
tecido celular subcutaneo e muasculo) e imediatamente fixado em paraformaldeido (PFA)
a 4% (v/v) em tampao Tris salino, suplementado com calcio - TBS-calcio (50 mM Tris, 150
mM NacCl, 7,5 mM CacCl,, pH 7,6).

2.7 Bioquimica do sangue

De forma a excluir repercussdes renais e hepaticas decorrentes do implante, foram
calculadas, através de um analisador automatico (Olympus Diagnéstica, Produtos de
Diagndstico SA), as concentracfes sanguineas, em jejum, dos seguintes parametros:
azoto ureico, creatinina, uratos, proteinas totais e albumina; alanina aminotransferase -

ALT, aspartato aminotransferase - AST, fosfatase alcalina e bilirrubina total.

2.8 Insulinemia e indices de insulino-resisténcia e insulino-sensibilidade

Os niveis plasmaticos de insulina foram determinados pela técnica de ELISA, utilizando o
kit comercial Ultrasensitive Rat Insulin ELISA (Mercodia), seguindo as recomendacdes do
fabricante. A absorvancia foi lida a um comprimento de onde de 450 nm, recorrendo a um
leitor para microplacas (Synergy MX, BioTek Intruments Inc).

Os indices de insulino-resisténcia (HOMA) e insulino-sensibilidade (QUICKI) foram
calculados de acordo com as seguintes equacdes:

HOMA = (Insulinemia do jejum (uU/mL) x Glicemia de jejum (mmol/L) / 22,5

QUICKI = 1/ [log (Insulinemia do jejum (uU/mL)) + log (Glicemia do jejum (mg/dL))]

2.9 Analise histoldgica

O tecido fixado foi posteriormente processado, sendo submetido a tratamentos
sequenciais: desidratacdo em etanol, clarificagdo com xilol e impregnagédo em parafina
liquida. Apos a solidificagdo da parafina, os blocos resultantes foram seccionados,
obtendo cortes histologicos seriados de 3 um de espessura para posterior analise. Os
cortes foram desparafinados com xilol e posteriormente hidratados com concentragdes
decrescentes de etanol (100%, 70%, 50%) e finalmente com agua. Posteriormente foram
aplicadas as diferentes técnicas de coloragdo histolégica e imunohistoquimica. No final
de todos os procedimentos, procedeu-se & montagem dos cortes histolégicos com meio

de montagem aquoso. Nas analises com menor ampliacdo foi utilizada o Microscopio



estereoscopico SteREO Discovery V8, Zeiss e nas de maior ampliagdo, o Microscopio
Axio Lab. Al, Zeiss.

2.9.1 Métodos de Hematoxilina-Eosina e Tricrémio de Masson

Para avaliar as caracteristicas basicas estruturais dos tecidos, recorreu-se ao método da
Hematoxilina-Eosina (HE) [16]. Neste método de coloragao de rotina, a Hematoxilina cora
de azul os nucleos das células e a Eosina cora de rosa o citoplasma.

Para a identificagdo do colagénio, recorreu-se ao método do Tricromio de Masson (TM)
[16]. O corante Light Green cora o colagénio de verde, contrastando com as restantes
estruturas coradas com Hematoxilina (nucleos azuis) e com Ponceu-Fuscina (coloragéo

vermelha do citoplasma e dos eritr4citos).

2.9.2 Imunomarcacéo de insulina, células endoteliais e macrofagos

Para as imunomarcag¢®@es da insulina, das células endoteliais e dos macréfagos, usaram-
se anticorpos especificos, detectados através do uso do kit de deteccao MultiView mouse-
HRP/rabbit-AP IHC (Enzo). Resumidamente, ap6s desparafinacdo e hidratacdo dos
cortes, e com 0 objectivo de recuperar 0s epitopos, estes foram mergulhados numa
solucdo de 10 mM de citrato a 90 °C (30 min) (10 mM, 0,5% (v/v) Tween 20). Seguiu-se
o0 bloqueio das peroxidases enddgenas durante 15 minutos com a solucao fornecida para
o efeito. Apo6s lavagens, e com o objectivo de diminuir as ligacdes inespecificas, foi feito
o bloqueio durante 1 hora com tampao fosfato salino - PBS (137 mM NacCl, 2,7 mM KCl,
10 mM NazHPO4, 2 mM KH2PO4, pH 7,4), suplementado com 1% (m/v) BSA e 10% (v/v)
soro de cabra. Durante a noite, os cortes foram incubados com os anticorpos primarios
especificos para a insulina, as células endoteliais e os macrofagos, (Mouse anti-human
Insulin monoclonal antibody, BioTrend, 1:100; Rabbit anti-human Von Willebrand factor
polyclonal antibody, Chemicon International, 1:100; Rabbit polyclonal to F4/80 antibody,
Abcam, 1:100, respectivamente) em solugdo de PBS com 1% (m/v) de BSA. Depois das
lavagens, os cortes foram incubados durante 2 horas com os reagentes: mouse-HRP para
0s cortes incubados com o anticorpo anti-insulina e rabbit-AP para os cortes incubados
com os anticorpos anti-factor Von Willebrand e anti-F4/80. Como cromogéneos foram
utilizados o DAB (3,3'-diaminobenzidine) com incubacgdo de 5 minutos e o AP (alkaline
phosphatase) com incubacdo de 15 minutos. Seguiu-se a marcagdo dos nucleos pela

Hematoxilina durante 8 minutos e, apés lavagem, a montagem com meio aquoso.
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2.10 Anédlise estatistica

Para a andlise estatistica, recorreu-se ao programa GraphPad Prism. Foi testada a
normalidade da distribui¢do das varidveis com os testes de Shapiro-Wilk e D'Agostino. As
significncias estatisticas foram determinadas, para comparac¢des entre dois grupos, com
o teste Mann-Whitney e para comparagdes entre 3 ou mais grupos com o teste Kruskal-
Wallis, seguido da avaliacédo das compara¢des multiplas com o teste Dunn. Para o célculo
das significancias estatisticas das PTGIP e dos perfis das glicemias ocasionais, recorreu-
se ao teste Two-way ANOVA, seguido da avaliacdo das compara¢gbes multiplas com os
testes Sidak e Tukey. Foi usado 0 mesmo programa para o célculo das areas abaixo da
curva. Os resultados sao apresentados como média + desvio padrao e as diferencas

foram consideradas estatisticamente significativas para valores de p<0,05.

3. Resultados

3.1 Perfil glicémico e insulinemia dos ratos normais e diabéticos

A Figura 2 é representativa das diferencas entre as duas estirpes usadas neste estudo, a
estirpe de ratos normais (Wistar - Wc) e a estirpe de ratos diabéticos tipo 2 (Goto-Kakizaki
-GKc), no que respeita a glicemia e a insulinemia. Como esperado, os animais GKc
apresentam valores da glicemia ocasional superiores a 200 mg/dL e os Wc valores
inferiores a 100 mg/dL (Figura 2-Ai e 2-Aii). Como tal, a diferenc¢a entre os valores médios
das glicemias destas duas estirpes € estatisticamente significativa (p<0,001) (Figura 2-
Ali).

Esta hiperglicemia mantida é reforgcada pela marcada intolerancia a glicose observada na
PTGIP (Figura 2-Bi). Os valores de glicose nos ratos diabéticos sdo significativamente
superiores aos dos ratos controlo: p<0,05 em jejum e p<0,001 para os restantes tempos
(15, 30, 60, 90 e 120 min). As respectivas médias das areas abaixo das curvas das PTGIP,
confirmam a marcada diferenca na resposta dos animais, observando-se um valor
significativamente mais elevado (p<0,05) nos ratos GKc (Figura 2-Bii).

Os niveis sanguineos de insulina estao significativamente diminuidos (p<0,05) nos ratos
diabéticos (GKc), sugerindo alteragdes morfo-funcionais da célula beta nestes animais
(Figura 2-C).
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Figura 2: Perfil glicémico e insulinemia dos ratos normais e diabéticos controlo. (A) Glicemias
ocasionais ao longo do periodo experimental (i) e respectivas meédias por grupo (ii). (B) Provas
de tolerancia a glicose por via intraperitoneal (i) e respectivas areas abaixo da curva (ii). (C)
Niveis plasméticos de insulina.

Os resultados sdo apresentados como média + DP (n=4/grupo): *p<0,05 e ***p<0,001 vs. Wc
Wc - ratos Wistar controlo; GKc - ratos GK controlo
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3.2 Peso corporal, agua e racdo consumidas e andlise bioquimica do sangue

A Tabela 1 mostra o peso corporal, no inicio e no final do periodo experimental, dos
animais dos 4 grupos experimentais (Wc, GKc, GKv e GKi) bem como o consumo de 4gua
e racao ao longo do estudo. Tal como observado anteriormente no nosso laboratério, os
ratos Wistar (Wc) tém um peso corporal médio superior ao dos ratos GKc da mesma
idade, nos dias 0 e 21, (p<0,05 entre o grupo GKi e Wc). Nos animais intervencionados
(GKv e GKi), ndo observamos alteracdes do peso em relacdo aos seus controlos (GKc).
O consumo de ra¢do ndo mostrou diferencgas significativas entre os grupos. Ja o consumo
de 4gua mostrou ser diferente entre os grupos experimentais (p=0,0464), embora apos a
avaliacao das comparac¢6es multiplas ndo seja possivel encontrar valores de p inferiores
a 0,05 (entre GKi e GKc p=0,0725). A tendéncia de diminui¢cdo do consumo de agua nos
ratos implantados com as células (GKi), quando comparado com os seus pares (GKc e
GKv), assemelhando-se ao consumo dos ratos Wc, € um bom indicativo da melhoria do

seu perfil glicémico.

Tabela 1: Peso corporal, 4gua e racdo consumidas

Parametros Wc GKc GKv GKi
Peso DO 533,67 + 34,65 381,67 + 12,34 373,00 + 13,75 350,33 + 4,04*
©) D21 547,67 + 27,30 394,67 + 2,31 375,67 + 12,90 356,00 + 8,54*
Ragao 28,58 + 1,85 26,38 + 2,02 25,67 + 1,00 24,95 + 2,52
(g/rato/dia)
Agua

. 28,16 + 3,77 45,67 £ 7,67 43,10 + 15,49 25,56 + 2,82
(ml/rato/dia)

Foram avaliadas, durante o periodo experimental, a racdo e a agua consumidas por rato por
dia e, no inicio (dia O - DO) e no final (dia 21 - D21) o peso corporal.

Os resultados sao apresentados como média = DP (n=3-4/grupo): *p<0,05 vs. Wc¢

Wec - ratos Wistar controlo; GKc - ratos GK controlo; GKv - ratos GK veiculo; GKi - ratos GK
implantado com células

As concentracbes dos parametros sanguineos da fungdo hepatica e renal estdo
expressas na Tabela 2. Os animais intervencionados (GKv e GKi) ndo mostraram
qualquer diferengca nestes parametros em relagdo aos respectivos controlos (GKc),
sugerindo que os implantes ndo induziram efeitos adversos. Os ratos GK, quando
comparados com os ratos Wc, apresentam diferencas significativas em alguns

parametros: diminuicdo do azoto ureico nos ratos GKv (p<0,05), aumento dos uratos nos



ratos GKi (p<0,05) e aumento da bilirrubina total nos 3 grupos de ratos diabéticos (GKc,
GKyv, GKi) (p<0,05), variacdes estas dentro dos limites considerados normais.

Tabela 2: Analise bioquimica do sangue

Parémetros Wc GKc GKv GKi
Azoto ureico (mg/dL) 20,2 + 1,07 14,7+ 1,49 13,7+ 0,32* 16,4 +£ 2,38
Creatinina (mg/dL) 0,3+0,02 0,4 +0,08 0,4+0,10 0,4 +0,08
Uratos (mg/dL) 0,7 + 0,00 1,4 0,22 1,2 +0,25 1,7 £ 0,45*
Proteinas totais (g/dL) 6+0,41 6,2+ 0,10 6+0,21 59+0,22
Albumina (g/dL) 2,8+0,21 3,1+0,10 3,1+0,10 3,1+0,13
ALT (U/L) 44,3 +4,11 45,3+ 2,31 51,7 + 6,66 55,5 + 23,29
AST (U/L) 154,8 £55,84 107,3 + 20,55 107,3 £ 20,55 117 £ 31,11

Fosfatase Alcalina (U/L) 98,3+12,69 264,5+ 113,83 236 = 25,51 250,8 + 61,03

Bilirrubina total (mg/dL) 0,1+0,00 0,2 £ 0,00* 0,2 £ 0,00* 0,2 £ 0,00*

No final do periodo experimental, foram determinadas, ap6s jejum de 6 horas, as concentracfes
sanguineas de parametros da funcéo renal e hepética.

Os resultados sdo apresentados como média + DP (n=3-4/grupo): *p<0,05 vs. Wc

ALT- alanina aminotransferase; AST- aspartato aminotransferase; Wc - ratos Wistar controlo; GKc - ratos
GK controlo; GKi - ratos GK implantado com células; GKv - ratos GK veiculo

3.3 Glicemias ocasionais e em jejum dos ratos diabéticos

Como é possivel observar na Figura 3-A, 0os animais GK submetidos a implantacéo das
esferas de alginato com (GKv) e sem (GKi) células beta INS-1E mostraram, a partir das
24 horas ap6s o implante, um decréscimo dos niveis da glicose ocasional. Nos ratos GKi
esse decréscimo manteve-se estatisticamente significativo ao longo do periodo
experimental (p<0,001, excepto no dia 3, 4 e 21 com p<0,01, comparativamente aos ratos
GKc). Nos ratos GKv, que apresentaram maior variabilidade, a glicemia ocasional comeca
a aumentar ao 11° dia e deixa de ser significativamente diferente da glicemia dos ratos
GKCc a partir do 14° dia, passando a sé-lo em relagédo aos GKi (p<0,05 nos dias 14 e 21 e

p<0,01 no dia 18) (valores estatisticos ndo apresentados no grafico).

107



108

>

T 300+

K

o

E

© 2004

c

o

7

©

3

P 1004

E

@

L

o 0 LI LI L LI 1 I I 1

01234567 1 14 18 21
Dias
B (i) (ii)
-3 300+ * 300-
3 . —— e DO . e DO
E e . f‘ D21 2 i D21
s 200{ ® ® L= £ 200
5 £ | o —
. - s [T e o
{ o et
; 100+ £ 1004 *
E S
8 6
G 0 T T T 0 T T T
GKc GKv GKi GKc GKv GKi

Figura 3: Perfil glicémico dos ratos diabéticos. (A) Glicemias ocasionais ao longo do periodo
experimental. (B) Glicemias ocasionais (i) e do jejum (ii), no inicio (dia 0 - DO) e no final do
periodo experimental (dia 21 - D21).

Os resultados sao apresentados como média + DP (n=3/grupo): *p<0,05 entre DO e D21;

GKc - ratos GK controlo; GKv - ratos GK veiculo; GKi - ratos GK implantado com células

Na mesma figura (3-B) a comparacgéo entre os valores da glicemia ocasional (i) bem como
os da glicemia do jejum (ii) no inicio (dia 0) e no final do periodo experimental (dia 21)
mostram que os ratos GKc e GKv mantiveram os valores contantes. Ja os ratos GKi
diminuiram significativamente, aos 21 dias, os valores sanguineos da glicose ocasional e
em jejum, quer comparando com os seus valores no dia 0, quer com os valores dos ratos
GKc também no dia 21 (p<0,05). No final do periodo experimental, a glicemia ocasional
apresentou um valore médio de 140 mg/dL e a glicemia do jejum um valor médio de
119 mg/dL, ambas abaixo dos valores indicativos de diabetes (=200 mg/dL e 2126 mg/dL,
respectivamente). Determinamos ainda a percentagem individual da diminuicdo da
glicemia nestes animais (Figura 5-A). VerificAmos uma reducdo média da glicemia

ocasional em 43%, sendo atingido um decréscimo maximo de 48% no rato GKil. Ja a



reducdo média da glicose do jejum foi de 28%, com 0 seu maximo no rato GKi2 com
44,5% de decréscimo.

3.4 Prova de toleréancia a glicose dos ratos diabéticos

Na Figura 4 estdo representadas as provas de tolerancia a glicose via intraperitoneal
(PTIGP) dos ratos diabéticos controlo (GKc) e intervencionados (GKv e GKi), bem como
as respectivas areas abaixo da curva antes do implante (DO) e 7 dias depois (D7). No que
se refere as éareas abaixo da curva, ndo observamos diferencas estatisticamente
significativas entre os dois dias (0 e 7). No entanto, no dia 7, a glicemia 2 horas apés
administracdo de glicose é significativamente mais baixa (p<0,05) nos ratos GKi (Figura
4-A). Na Figura 5, a observacao individual demonstra também uma reducgéo da glicemia
no dia 7. Duas horas apo6s a administracao de glicose, os valores da glicemia sdo em
média 16% mas baixos do que os correspondentes a prova do dia 0, sendo atingida uma
percentagem de descida de 56,7% no animal GKi2. Todos os animais tém, também no
dia 7, um valor de glicemia em jejum 32% mais baixa que no dia O e uma vez mais o rato

GKi2 é o que apresenta a descida mais acentuada, 42,7%.
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Figura 4: Provas de tolerancia a glicose por via intraperitoneal (PTGIP) dos ratos GK controlo
e implantados, no inicio do periodo experimental (dia O - DO) e apos 7 dias do implante (dia
7 - D7) e respectivas areas abaixo da curva.

Os resultados séo apresentados como média + DP (n=3/grupo): *p<0,05 entre DO e D7

GKc - ratos GK controlo; GKv - ratos GK veiculo; GKi - ratos GK implantado com células
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Figura 5: Perfil glicémico individual dos ratos diabéticos implantados com as células.

(A) Valores médios da glicemia ocasional e do jejum no dia 0 (DO) e no dia 21 (D21) e
respectivas alteracbes em percentagem. (B) Provas de tolerancia a glicose no dia 0 (DO) e
dia 7 (D7) e respectivas altera¢des em percentagem nos tempos 0 e 120 minutos.
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3.5 Insulinemia e indices de sensibilidade e resisténcia a insulina dos ratos
diabéticos

No final do periodo experimental, os niveis plasméaticos de insulina em jejum nao
apresentam diferencas estatisticamente significativas entre os diferentes grupos de ratos
diabéticos (Figura 6-A). Por outro lado, quando comparados com o grupo GKc, os ratos
GKi mostram um aumento da sensibilidade a hormona (p<0,05) e uma diminui¢do da sua
resisténcia (p<0,05), evidenciada pelos indices de insulino-sensibilidade (QUICKI) e
insulino-resisténcia (HOMA), respectivamente (Figura 6-B).
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Figura 6: Insulinemia e indices QUICKI e HOMA dos ratos GK controlo e implantados, no
final do periodo experimental (dia 21). (A) Valores plasméticos da insulina em jejum. (B)
indices de sensibilidade & insulina (QUICKI) e de insulino-resisténcia (HOMA).

Os resultados séo apresentados como media + DP (n=3-4/grupo): *p<0,05 vs. GKc

GKc - ratos GK controlo; GKv - ratos GK veiculo; GKi - ratos GK implantado com células



3.6 Remocéo do implante e histologia

Como descrito na seccao dos métodos, no final do periodo experimental o implante e os
tecidos adjacentes foram removidos. Macroscopicamente, ndo foram observados sinais
inflamatdrios locais e as esferas estavam intactas sem qualquer sinal de degradacéo,
demonstrando a estabilidade do material. Observou-se ainda que o implante estava
rodeado por uma fina membrana, delimitando-o dos tecidos adjacentes (Figura 7).

Figura 7: Esferas implantadas no final do periodo experimental. Macroscopicamente néo
foram visiveis processos inflamatérios reaccionais. Foi possivel observar que o implante
estava rodeado por uma fina membrana (A) que, depois de rompida, mostrou a integridade
das esferas no seu interior (B).

A Figura 8 mostra o local do implante, permitindo observar todos os tecidos adjacentes
(pele, tecido celular subcutdneo e musculo). Com a HE observamos as caracteristicas
basicas estruturais dos tecidos num animal GK controlo (8-A) e num animal GK
implantado (8-C). Com o TM, nas figuras 8-B e 8-D, evidéncia-se a deposicdo de
colagénio nos animais controlo e implantado, respectivamente. Nos animais implantados,
confirmamos a presenca de uma fina membrana a rodear o implante. Em maior ampliag&o
(Figura 9) é possivel observar a natureza conjuntiva da membrana, com profiferagdo
fibloblatica e deposi¢cdo de colagénio (9-A) e ainda um pequeno infiltrado inflamatério
linfoplasmocitario (9-B). Ap6s a imunomarcacao especifica dos macréfagos, confirmanos
a sua localizagdo preferencial no revestimemnto interno da membrana (9-C). Foi ainda
possivel observar microvasos por histologia convencional e apds a imunomarcacao
especifica das células endoteliais (9-D). Em relacéo as células beta INS-1E implantadas,
a imunomarcacao especifica da insulina permite a identificacéo destas céluas, activas e

com secrecdo de insulina (Figura 10).
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Figura 8: Imagens histolégicas representativas do implante e tecidos adjacentes dos animais.
Marcagdo com Hematoxilina-Eosina (A) e (C) e com Tricromio de Masson (B) e (D) de cortes
histolégicos de ratos GK controlo (A) e (B) e ratos GK implantados (C) e (D). As esferas de
alginato (asterisco) estdo rodeadas por uma fina membrana (seta) de natureza conjuntiva. A
barra representa 2 mm.



Figura 9: Imagens histoldgicas representativas do implante e tecidos adjacentes dos animais.
Marcag&o com Tricromio de Masson (A), Hematoxilina-Eosina (B), imunomarcacéo especifica
de macrofagos (C) e imunomarcacéo especifica de células endoteliais (D).

1 - esferas de alginato-RGD sem células; 2 - esferas de alginato-RGD com células beta
encapsuladas; cardinal - deposi¢cdo de colagénio; asterisco - infiltrado inflamatério; setas
brancas - microvasos e setas pretas macréfagos.
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Figura 10: Imagens histolégicas representativas das esferas de alginato-RGD com
imunomarcagédo especifica da insulina, em diferentes ampliagdes.

4. Discussao

A metodologia de encapsulamento de ilhéus/células beta jA deu provas da sua
potencialidade para a terapia da diabetes tipo 1 [1, 7, 8], no entanto ndo ha relatos na
literatura da sua aplicacdo na diabetes tipo 2. Acreditamos que este tipo de intervencéo
possa trazer beneficios para o controlo glicémico ainda numa fase inicial deste tipo de
diabetes e assim atrasar o desenvolvimento das complicagdes associadas a hiperglicemia
cronica, bem como ser uma opgéo quando a administracdo de insulina passa a constar
das opcdes terapéuticas. Desta forma, foi nosso propdésito avaliar o implante alogénico
das células beta INS-1E encapsuladas num modelo 3D de hidrogéis de alginato-RGD,
num modelo diabético tipo 2, os ratos GK, onde predominam os defeitos da célula beta.

Os ensaios in vitro que desenvolvemos com este modelo de hidrogéis mostraram o efeito
positivo da presenca do péptido de adesdo RGD, favorecendo a formacéo de esferdides
de células viaveis e com uma melhor capacidade de secreg¢édo de insulina. Estes
resultados encorajaram-nos a testar este modelo, que consideramos como basilar para o

encapsulamento celular, in vivo, onde os desafios sdo mais exigentes.



Uma questdo que influencia a longevidade das células encapsuladas e
consequentemente a resposta dos animais apds implante prende-se com o local de
implante [1, 17, 18]. Nos estudos em animais j& foram testados diferentes locais de
implantagdo, sendo que 0s mais comummente usados para ilhéus/células beta
encapsulados(as) sao a cavidade peritoneal o espa¢o subcutaneo, pelo facil acesso e
espaco disponivel [1, 8]. Um estudo de Dufrane e seus colaboradores testou a influéncia
do local de implante de ilhéus de porco encapsulados em alginato, na resposta dos tecidos
adjacentes ao implante e na resposta das células encapsuladas [18]. Os ilhéus
implantados subcutaneamente, e comparando com aqueles colocados na cavidade
peritoneal e na capsula renal, apresentaram maior contetdo e secrecao de insulina e o
tecido adjacente apresentou uma baixa resposta inflamatéria. Na cavidade peritoneal, os
ilhéus apresentaram menor viabilidade e desempenho, acompanhado por uma resposta
inflamatdria severa [17], como ja havia sido reportado noutros estudos para este local [1].
Pela facilidade de acesso e espaco disponivel, e incentivados pelos estudos anteriores,
neste trabalho optamos por colocar o implante no espagco subcutaneo. Como mostra a
Figura 1, as esferas foram entdo colocadas entre o tecido celular subcutéaneo e o misculo
gue tem, no rato, uma localizacdo preferencial a nivel do dorso. Este é um local que
permite um bom suporte fisico, boa vascularizacdo e o implante é feito apenas com uma
pequena intervencao.

Os ratos GK implantados com as células (GKi) mostraram uma melhoria do perfil
glicémico global, diminui¢cdo da glicemia ocasional e do jejum, e melhoria da tolerancia a
glicose. Nao observdmos alteracdes na insulinemia destes animais, que pode dever-se
ao facto desta avaliacdo ocorrer ap6s um periodo de jejum e, assim, ndo reflectir a
secrecao total de insulina. A acrescentar, observamos uma diminuicdo da resisténcia a
hormona e um aumento da sua sensibilidade, sugerindo que a insulina segregada pelas
células beta implantadas possa ter exercido as suas fun¢des de uma forma mais eficiente.
O facto de ndo haver reducdo do peso corporal nos animais intervencionados, afasta a
hipétese do efeito deste na insulino-resisténcia. Respondemos, desta forma, a questéo
colocada sobre os efeitos metabdlicos do implante.

Em relacdo ao implante, observamos que, apos os 21 dias, as esferas estavam integras
e com células insulino-positivas. No que se refere a reaccdo do organismo ao implante
alogénico, ndo observdmos reacgdes sistémicas, hepaticas, renais, no peso dos animais
e no seu bem-estar. Localmente, de referir a formagcdo de uma membrana com tecido
conjuntivo e abundancia de microvasos, capazes de suportar vivas as células
implantadas. Uma pequena reaccao inflamatéria era igualmente espectavel [17, 18], como

BN

reaccdo a pequena intervencdo cirdrgica e a introdugdo de um corpo estranho. No
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entanto, esta ndo impediu a manutencdo do implante e os seus efeitos metabdlicos
benéficos durante o periodo estudado.

Relativamente ao encapsulamento e implante de células beta individualizadas, pela
facilidade da sua obtencdo [13] e resultados promissores reportados [14], 0 seu uso
podera ser uma solucdo interessante ao uso de ilhéus. Assim, quisemos também
perceber se 0 nosso modelo com as células beta INS-1E seria eficiente in vivo, e perceber
qual o comportamento das células neste ambiente. In vitro, as células proliferaram em
esferdides, adquirindo assim uma estrutura de pseudo-ilhéus. In vivo, durante o periodo
gue permaneceram implantadas no animal, ndo observamos o0 mesmo comportamento.
Constatdmos que a divisdo celular ocorreu em menor escala, tendo sido observados
pontualmente apenas pequenos aglomerados celulares. Como esta descrito, a
conformacédo de pseudo-ilhéus influencia grandemente a sobrevivéncia das células e a
sua funcionalidade [19], questdes que se prendem com as interac¢fes entre as mesmas
e com a matriz extracelular [20, 21]. Uma vez que demostramos, apés sete dias em
cultura, que as INS-1E encapsuladas em alginato-RGD formam esferéides viaveis e com
melhor secrecdo de insulina, uma hipétese que gostariamos de testar nos proximos
ensaios passara por manter em cultura os hidrogéis durante esse tempo, ou um periodo
maior, e s6 depois implanta-los nos animais. Assim, a conformacé&o de pseudo-ilhéus sera
alcancada, aspecto que acreditamos ser uma mais-valia para a performance do implante
in vivo.

O tamanho das esferas usadas no estudo esta aguém do tamanho desejado. A sua
grande dimensdo ndo soO dificulta o acesso aos nutrientes e oxigénio cruciais a
sobrevivéncia das células encapsuladas, como dificulta a percep¢éo das alteracdes da
concentracao da glicose sanguinea e a libertacdo adequada da insulina para a corrente
sanguinea. Desta forma, seria de esperar que prolongando o tempo de estudo as células
acabariam por entrar em faléncia, inviabilizando assim o implante. Contribuicdes de
estratégias que permitam a redugdo do tamanho das esferas [3, 22] e metodologias que
permitam uma melhor vasculariza¢do do local de implante [23, 24], jA mostraram efeitos
benéficos na longevidade do implante. Desta forma, em experiéncias futuras, gostariamos
de reduzir o tamanho das esferas e ainda implantar, juntamente com as esferas de
alginato, nanoparticulas de PLGA para a libertacdo de VEGF no local do implante,
favorecendo assim a angiogénese e permitindo a formacdo de novos vasos que

rodeariam as esferas.
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Aspectos fisico-quimicos e biolégicos para melhorar
o modelo 3D de hidrogéis de alginato para o
encapsulamento de células produtoras de insulina:
resultados preliminares e estratégias para ensaios
futuros






FuncionalizacOes e estratégias para produzir
hidrogéis de alginato






1. Introducéo

Os hidrogéis de alginato foram propostos pela primeira vez em medicina regenerativa em
1980 para o encapsulamento de ilhéus de Langerhans [1]. Aprovado pela FDA, este
polimero natural é hoje o mais usado nesta area [2—4]. A sua capacidade de formar, em
condicdes fisioldgicas, hidrogéis altamente biocompativeis que fornecem um ambiente
tridimensional, com caracteristicas semelhantes a matriz extracelular como a elasticidade
e a elevada permeabilidade, tornam este polimero extremamente atractivo para o
encapsulamento celular [3-5]. A possibilidade de funcionalizar estes hidrogéis, permite
ainda um manancial de hipéteses para modular as suas propriedades [4, 5]. As
funcionalizacbes podem dizer respeito a introducéo de grupos quimicos de interesse ou
mesmo a introducédo de determinadas moléculas, criando assim propriedades quimicas,
fisicas, biologicas ou farmacoldgicas de interesse [6]. Desta forma, modelando
determinadas propriedades dos hidrogéis, os aspectos fisico-quimicos e biol6gicos que
ainda limitam a aplicacéo desta metodologia na pratica clinica podem ser melhorados e
assim garantir o sucesso do implante [6, 7]. Os dois principais desafios fisico-quimicos
prendem-se com a diminuicdo do tamanho das esferas e com o0 aumento da estabilidade
das mesmas ao longo do tempo [6-8]. Embora a literatura reporte a estabilidade das
capsulas/esferas, especialmente das microcipsulas/microsferas, em pequenos roedores,
animais de maiores dimensdes e em humanos, durante anos [9], mesmo que numa taxa
muito baixa, a destabilizacdo dos hidrogéis contribui para a diminuicdo da proteccdo
celular e o desencadeamento da resposta inflamatoria, com efeitos deletérios para as
células encapsuladas [3, 6]. Locais de implante como 0 espaco subcutaneo também
necessitam de capsulas mais estaveis a fim de manterem a integridade neste local onde
0 stress mecénico € mais elevado [6].

Relativamente aos desafios biologicos, garantir uma imunoprotec¢cdo adequada é ainda
um objectivo fundamental a atingir, com beneficio directo na viabilidade das células
encapsuladas [3, 6, 8].

A diminuicdo do tamanho das esferas de alginato é possivel através do recurso a
diferentes tecnologias baseadas em sistemas de extrusao sofisticados, como o caso do
fluxo coaxial de ar, da forga electrostatica ou do corte/vibragéo de jacto laminar, permitindo
a reducdo das goticulas de alginato que, através da gelificacdo externa, formam esferas
mais pequenas (~ 200 um) [2, 8]. Um método radicalmente diferente foi proposto por
Calafiore e seus colaboradores, que descreveram o0 encapsulamento por emulséo,
formando finas membranas a rodear os ilhéus [10]. Mais recentemente, outro método veio
revolucionar as estratégias de encapsulacdo, possibilitando o encapsulamento pela

interaccdo a superficie das células. Os apelidados conformal coatings podem ser
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resultado de interaccdes do polimero com as células, de natureza hidrofébica [10]
electrostatica [12] ou covalente [13]. Assim, o tamanho final do sistema €é ditado pelo
tamanho do material a encapsular [14]. Curiosamente, este tipo de metodologia apenas é
apresentado recorrendo a polimeros sintéticos como o &lcool polivinilico (PVA), o
polietilenoglicol (PEG) e o polietilenoimina (PEI) [14], quando a grande aposta no
encapsulamento de ilhéus sempre se prendeu com o uso do alginato.

Desta forma, e com o objectivo de diminuir o tamanho dos hidrogéis de alginato, testaram-
se duas abordagens diferentes: tecnologias baseadas na extrusdo e gelificagéo externa
do alginato e tecnologias baseadas nos conformal coatings, criando a possibilidade do
encapsulamento através da interaccdo do alginato com a superficie celular (dos
esferdides de células beta) ou com o colagénio que rodeia os ilhéus. Para testar essa
hip6tese em experiéncias futuras, procedeu-se a oxidacdo do alginato para possibilitar a
reactividade entre os grupos aldeido dai formados e as aminas da superficie celular ou
do colagénio [4]. O alginato dialdeido e a sua reaccdo com grupos amina de
substancias/polimeros de interesse ja foi descrito em aplicac6es biomédicas como em
hidrogéis para imobilizacéo de células cardiacas [15] e para a cicatrizacao de feridas [16].
Na transplantacdo de ilhéus encapsulados, o uso do alginato oxidado foi testado com o
objectivo de aumentar a degradacdo da camada exterior do complexo polieletrolitico
(alginato-PLO-alginato oxidado), libertando assim agentes farmacolégicos la
encapsulados [17]. Para a aplicagcdo que propomos, este polimero modificado e a
formacédo da base de Shiff com as aminas da superficie celular ou colagénio que rodeia
os ilhéus, nunca foram descritos.

Como referido anteriormente, outra questao que urge ser solucionada, diz respeito a falta
de estabilidade dos hidrogéis de alginato in vivo [3]. A formacdo de complexos
electroliticos, através da introducdo de camadas externas pela interac¢ao do alginato com
polimeros de carga oposta, é uma abordagem que tem sido testada do ponto de vista do
aumento da estabilidade das esferas e da melhoria da sua capacidade de
imunoprotecc¢édo, gracas a reducdo do tamanho do poro [1, 3], e que também foi testada
neste trabalho. A introducdo de novas formas de reticulagdo no alginato, para além da
tradicional gelificacdo por catides divalentes e da sua interacgdo com poli-electrolitos,
também podera ser uma solucdo para melhorar a sua estabilidade nos fluidos fisiol6gicos,
especialmente se recorrermos a ligagdes covalentes estaveis [4]. A introdu¢&o no alginato
de grupos metacrilato passiveis de sofrerem polimeriza¢do radicalar, € um método
interessante que ainda nao foi reportado no encapsulamento de ilhéus [4]. Este composto
podera, assim, ver as suas cadeias reticuladas por uma ligagdo quimica mais estavel e
ter ainda a possibilidade de as reticular com polietilenoglicol diacrilato (PEGDA). A

introducd@o de ligacBes covalentes nos hidrogéis de alginato j& foi testada por Gattas-



Asfura et al. que descreve uma ligacdo Staudinger selectiva entre o alginato modificado e
cross-linkers de base PEG, aumentando a estabilidade do sistema sem comprometer a
viabilidade de células beta e ilhéus [18]. Desta forma, outro objectivo do presente trabalho
foi a sintese de alginato metacrilato para testes futuros, com o intuito de aumentar a
reticulacdo do hidrogel, introduzindo ligacées covalentes e melhorar assim a sua
estabilidade.

A reactividade do alginato metacrilato e a natureza anidnica do alginato também seréo
alvo de testes futuros que permitam a interaccdo com duas substancias protectoras das
células encapsuladas, como se abordard em mais pormenor na discusséo.

Assim, nesta seccdo sdo abordadas algumas estratégias que julgamos importantes na
melhoria das caracteristicas dos hidrogéis, necessarias para o sucesso do implante das

células produtoras de insulina e que temos como objectivo aprofundar no futuro.

2. Materiais e métodos

2.1 Producéo de esferas de alginato

Os encapsulamentos apresentados neste trabalho recorreram todos ao método de
gelificacdo externa do alginato. A suspensdo de 2% (m/v) de alginato (PRONOVA
Ultrapure Sodium Alginate LVG, NovaMatrix, FCM BioPolymer ou Sodium alginate, 65-
70% acido gulurdnico, viscosidade ~ 100-300 mPa.s, Fluka BioChemica) com as células
beta ou ilhéus (ou apenas com o alginato para alguns testes) foi extrudida através de uma
seringa, formando goticulas que, depois de permanecerem 10 a 15 minutos numa solugéo
gelificante de cloreto de calcio (100 mM CaCl,, 10 mM HEPES e 150 mM NacCl), formaram
os hidrogéis. Com esta metodologia é possivel formar hidrogéis com diametros entre os
500 e os 5000 um, dependendo dos métodos de producao das goticulas [2]. No presente
trabalho foram abordados trés métodos diferentes.

Descreve-se também outra abordagem que podera possibilitar o encapsulamento por
conformal coating, gracas a introducdo no alginato de grupos reactivos com a superficie

celular a encapsular.

2.1.1 Métodos para producao das goticulas de alginato

O gotejamento ocorre pela forga exercida na seringa e, no método classico, apenas opera

o efeito da forca da gravidade e da espessura da agulha usada. Goticulas mais pequenas
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podem ser formadas recorrendo a outras forgas como a gerada pela corrente de ar coaxial
ou pela forca electrostética (Figura 1). No presente trabalho, foram testados os trés
métodos diferentes de producao das esferas de alginato embora, para o encapsulamento
das células, apenas se tenha recorrido ao método classico e a extrusora com fluxo coaxial
e ar.

No método classico usou-se uma seringa e apenas uma agulha de 25 G (Figura 1-A). Na
extrusora de fluxo coaxial de ar, a introduc¢éo do ar foi levada a cabo pelo fluxo de uma
bomba que o manteve constante ao longo do tempo (Figura 1-B), e foram testadas duas
agulhas de diametros diferentes (0,40 mm e 0,25 mm). No aparelho que gera a forca
electrostatica (Figura 1-C), esta foi criada com uma voltagem de 10 KV e foi usada uma
agulha de 0,17 mm. Em todos os métodos acima descritos foi exercida na seringa
contendo a solucdo de alginato, uma forca manual que empurrou o émbolo a uma

velocidade constante.

A B (i) C (i)

%4— Influxo de ar I
1
o [}
° ' e \ Eléctrodo

(ii) (ii)

e & i

a '
Coaxial gas flow [i : ]
bead generator

Electrostatic bead generator

Figura 1: Diferentes tecnologias para produzir goticulas para a gelificacdo externa do
alginato. Representa¢des esqueméticas da extrusdo classica (A), do uso do fluxo coaxial de
ar (B-i) e respectiva extrusora (B-ii), e do uso da forca electrostatica (C-i) e respectivo
aparelho (C-ii).



2.1.2 Producéo de esferas de alginato-PLO-alginato

Como esquematizado na Figura 2, apos a reticulacdo das esferas, estas passaram por
um processo de deposi¢do de mais duas camadas de polimero originando um complexo
poli-electrolitico a superficie da céapsula, processo também apelidado de layer-by-layer.
Para tal, ap0s a reticulacao na solugéo gelificante (10-15 min), as esferas foram lavadas
com solucéo salina e transferidas para uma solugdo de poli-L-ornitina (PLO) (0,1% (m/v)
PLO, 150mM NacCl) onde permaneceram por mais 10 minutos. Apés nova lavagem, foram
novamente transferidas para uma solugéo de alginato (0,2% (m/v), 150 mM NacCl) e, na
Ultima lavagem, a solucao salina foi suplementada com cloreto de calcio (150 mM NacCl,
22 mM CacCl,). A deposicdo das camadas foi avaliada pela observacdo microscépica,
recorrendo a um Microscopio estereoscopio (SZX10 Stereo Microscope, Olympus) e
ainda pela determinacéo da carga superficial das esferas (potencial zeta). Este parametro
foi medido recorrendo ao aparelho Electro Kinetic Analyzer (EKA, Anton Paar). Para a
medicdo, as amostras foram colocadas numa célula cilindrica do aparelho e foi usada a

solucao electrolitica de KCI 1mM.

Suspensao
celular

2% Alginato Solugao 0.1% FPLO 0.2% Alginato Solugdo
100mM Cacl, 100mM CacCl,,

Figura 2: Esquema representativo do encapsulamento celular e formac¢éo do complexo
electrolitico alginato-PLO-alginato.

2.2 Modificagfes quimicas do alginato

2.2.1 Introducéo de grupos aldeido

Com o objectivo de introduzir grupos aldeido na cadeia do alginato, originando o alginato
dialdeido, o polimero foi oxidado com periodato de sodio (NalO.). Esta reacgdo consiste
na quebra da ligacao carbono - carbono, em carbonos que estejam ligados ao oxigénio,
guer em forma de hidroxilo (OH) quer em carbonilo (RC=0), criando grupos aldeido, como

mostra a Figura 3.
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Para tal, foi preparada uma solugéo de 1 g de alginato de sédio (Sodium alginate, 65-70%
acido gulurédnico, viscosidade ~ 100-300 mPa.s, Fluka BioChemica) em 40 mL de agua
destilada na qual foi adicionada 1,08 g de NalO,; (quantidade que proporciona uma
oxidacao tedrica de ~ 20%). A mistura permaneceu em agitacdo, a temperatura ambiente
e protegida da luz, durante 24 horas. Apds esse periodo de tempo, a reaccao foi
neutralizada com a adicdo de 2 mL etilenoglicol, permanecendo em agitagéo durante 15
minutos. O alginato oxidado foi purificado através da sua precipita¢do apés adi¢cdo de 500
mg de cloreto de sédio (NaCl) e 60 mL de etanol. De seguida, o polimero foi dissolvido
em 20 mL de agua destilada e novamente precipitado pela adicdo de 40 mL de etanol.
Este processo foi repetido trés vezes e o precipitado final foi filtrado e seco a temperatura

ambiente, sob vacuo.

OH OH
0 (e}
NalO
_|o % + 5, Lo 0
OH o1~ “A/O‘ ]
n O/ O n

Figura 3. Esquema da reaccdo simplificada da sintese do alginato dialdeido através da
oxidacao do alginato com periodato de sédio.

Para confirmar a ocorréncia da reaccao, foi utilizada a técnica de espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier com reflectancia total atenuada (FTIR-ATR).
Os espectros na zona de infravermelhos do alginato original e do oxidado foram entéo
registados a uma resolucéo de 4 cm™, entre os nimeros de onda de 4000 e 550 cm?,

recorrendo a um espectrofotdmetro FTIR-4200 (Jasco Analytical Instruments).

2.2.2 Introducéo de grupos metacrilato

Tirando proveito da oxidacéo do alginato, foi feita uma adi¢cao nucleofilica entre os grupos
aldeido do alginato oxidado e o grupo amina do metacrilato de 2-amino etilo, ficando os
grupos metacrilato livres para posterior reacc¢éo (Figura 4).

O procedimento consistiu na preparacdo de duas solugdes: solugcdo A e B. A solucdo A
continha 202 mg de alginato oxidado em 10 mL de tampao fosfato salino - PBS (137 mM
NacCl, 2,7 mM KCI, 10mM Na;HPO4, 2 mM KH2PO4, pH 7,4) na qual foram adicionados 46

mg de cianoborohidreto de sodio (NaCNBHs). A solucdo B foi preparada dissolvendo



207,25 mg de metacrilato de 2-amino etilo em 5 mL de metanol. A solucéo B foi adicionada
gota a gota a solucdo A e a reaccao ocorreu durante 24 horas sob agitacdo, a temperatura
ambiente e protegida da luz. O produto da reaccgéo foi purificado por dialise em agua
destilada durante 3 dias, recorrendo a membranas de didlise (molecular weight cut-off ~
3500 Da). No final da dialise o produto purificado foi congelado e liofilizado.

OH OH
. oH CH, °
° o NaCNBH3 o o
O Q S+ oy N/\/D cH —_ e ——p T L
[A/O‘ - 2 3 | | o | o
/ | n n
4 o n [e] > o HN% o
o] o]
[¢} o
CH, CH,
HaC H3C

Figura 4: Esquema da reac¢do simplificada da sintese do alginato metacrilato através da
adicdo nucleofilica de metacrilato de 2-amino etilo, seguida de uma aminacao redutiva.

Para confirmar a modificacao, foi utilizada a técnica de ressonancia magnética nuclear de
protdo (*H-RMN). Os espectros de *H-RMN do alginato modificado foi registado em agua
deuterada (20-25 mg em 0,2 mL) a 25 °C, com um espectrometro de RMN (Varian Unity
600 MHz Spectrometer), utilizando uma sonda de banda larga de 3 mm, um pulso de 9Q°

e um tempo de relaxamento de 30s.

3. Resultados

3.1 Preparacgao de hidrogéis de alginato

Todos os hidrogéis de alginato foram preparados pela gelificacdo externa, tirando proveito
da capacidade da interacgdo deste polimero natural com os catibes de calcio, como
descrito em pormenor anteriormente. Recorrendo a diferentes tecnologias, neste caso
todas baseadas na extrusdo do alginato, € possivel diminuir o tamanho das esferas
produzidas [2]. A Figura 5 mostra o resultado dessa diminui¢cdo de tamanho: ~ 2000 um
para as esferas produzidas pela extrusao classica, ~ 1000 um e ~ 750 um para as esferas
produzidas pela extrusora com fluxo coaxial de ar (com dois didmetros de agulha

diferentes) e ainda ~ 300 um para as esferas produzidas pela accdo da forca
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electroestatica. Na imagem, a esfera A contem células encapsuladas, explicando a
diferente opacidade em relagéo as outras esferas. Verificou-se também, nas experiéncias
realizadas, que o encapsulamento celular aumenta em poucos micras o tamanho das

esferas.

Py
v

Figura 5: Imagem obtida por Microscopia estereoscépica das esferas produzidas pelos trés
diferentes métodos testados: (A) extrusdo classica, (B) extrusdo pelo fluxo coaxial de ar,
usando agulhas de didmetros diferentes (0,5 e 0,09 mm) e (C) extrusdo pela forca
electrostatica. A barra na imagem corresponde a 1000 pum.

A interaccdo das esferas de alginato com poli-electrolitos de cargas opostas é também
uma técnica muito usada para o encapsulamento de células produtoras de insulina, por
permitir um melhor imuno-isolamento e maior estabilidade do sistema. Pretendeu-se
também testar essa interac¢do através da adicdo de uma camada de PLO, um polimero
carregado positivamente, e nova adi¢cdo de alginato. Embora ndo tenha sido possivel
mostrar a mudanca da carga das esferas de negativa para positiva, apds a introducéo do
PLO, conseguiu-se observar uma alteracéo do valor da carga. Medida pelo potencial zeta,
a carga sofre uma alteragdo para valores menos negativos, sugerindo a deposicdo do
PLO (Figura 6-B). Acreditamos que esta deposi¢cdo tenha ocorrido, e a subsequente
também, com a introdug&o de mais uma camada de alginato, pois hd uma nitida mudanca
na estrutura das esferas a cada passo, como podemos observar ao microscopio (Figura

6-Aii). As imagens sdo semelhantes as reportadas na literatura [3].



A (i)

ESFERA DE
ALGINATO

ESFERA DE
ALGINATO +
CAMADAPLO

ESFERA DE
ALGINATO +
CAMADAPLO
+ CAMADA DE
ALGINATO

Alginato

Potencial zeta (mV)

Alginato -115+0,2
Alginato-PLO -76+0,7

Os valores dizem respeito as médias + desvio padrdo (n=3-6).

Figura 6: Microsferas de alginato-PLO-alginato. (A) Representacdo esquematica (i) e
respectivas imagens reais (i) da formacdo das microsferas por interaccdo entre os poli-
electrolitos. (B) Avaliacdo da carga de superficie das microsferas através da determinagéo do
seu potencial zeta.

3.2 Introducéo de grupos aldeido e metacrilato no alginato

Com o objectivo de introduzir grupos aldeido na cadeia de alginato para futuras reacgoes
por adicdo nucleofilica, procedeu-se a oxidacdo do mesmo. A confirmacéo da reaccgédo de
oxidacdo foi avaliada por FTIR-ATR (Figura 7). Observando o espectro, é possivel
encontrar a banda caracteristica dos grupos aldeido no alginato que sofreu a oxidacéao,
originando o alginato dialdeido. A banda encontra-se a 1739 cm™, muito préximo do valor
referenciado na literatura de 1730 cm™ [17]. A percentagem de oxidac&o néao foi estudada,

mas teoricamente a reaccdo que desenvolvemos levaria a 20% de oxidac&o.
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Figura 7: Espectro de FTIR-ATR do alginato de sédio (preto) e do alginato dialdeido (verde).

Com o objectivo de introduzir grupos metacrilato na cadeia de alginato, para posterior uso
na polimerizacao radicalar, usou-se o composto metacrilato de 2-amino etilo. As aminas
do composto reagiram com os aldeidos do alginato dialdeido pela reac¢do de adicéo
nucleofilica, seguida de uma aminacao redutiva. A confirmacao da reaccao foi avaliada
por H-RMN (Figura 8). A observacdo do espectro permite a observacdo dos picos

caracteristicos dos grupos acrilato garantindo assim o sucesso da funcionalizacéo.
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Figura 8: Espectro de 'H-RMN do alginato de sodio (preto) e do alginato metacrilato (verde)
produzido a partir do alginato dialdeido.

4. Discussao

A possibilidade de modular as caracteristicas dos hidrogéis de alginato, melhorando
aspectos fisico-quimicos como o tamanho e a estabilidade e aspectos bioldgicos como a
biocompatibilidade e a capacidade de imunoproteccdo, permite aproximar esta
metodologia da prética clinica. Garantir a fungdo do implante ao longo do tempo, com
todos os desafios dai decorrentes, é entdo o principal objectivo de quem trabalha com o
pancreas bio-artificial e, portanto, do presente trabalho. Neste sentido, para além de se
terem testado alguns métodos ja descritos na literatura, como € o caso das metodologias
baseadas na extruséo e gelificacdo externa para a reducéo das esferas de alginato e do
método para producdo de esferas de alginato-PLO-alginato, foi também objectivo deste

trabalho sintetizar materiais de base alginato para novas aplicacdes. Efectudmos entéo
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duas modificagbes quimicas no polimero que, embora sejam ja conhecidas e utilizadas
em aplicacbes biomédicas, nunca foram descritas para as aplicagfes que gostariamos de
Ihes dar em ensaios futuros.

Na primeira modificacdo, pretendeu-se com a oxidagéo do alginato, torna-lo reactivo para
futuras adi¢es nucleofilicas, formando bases de Shiff entre os grupos aldeido do alginato
dialdeido e as aminas [4] que, neste caso, estdo presentes na superficie celular ou na
camada de colagénio que rodeia os ilhéus. Estudos recentes ja tiraram proveito desta
reactividade dos grupos aldeido com aminas de polimeros/substancias de interesse para
aplicacbes biomédicas [15, 16]. No encapsulamento de ilhéus a interaccéo entre estes
dois grupos funcionais ja foi demonstrada numa técnica de layer-by-layer, em que o uso
de dextrano oxidado permitiu a ancoragem da enzima urocinase através da formacao da
base de Shiff [19]. Para o teste da reaccao a superficie celular, as condicdes fisiol6gicas
terdo que ser mantidas e os reagentes usados citocompativeis, garantindo que nao
havera prejuizo para as células, o maior desafio de qualquer procedimento nesta area.
Apo6s a reaccdo com o periodato de sédio, a percentagem de oxidacdo tera que ser
confirmada e deverao ser testadas diferentes percentagens de oxidacdo, na tentativa de
encontrar qual a éptima para o sucesso do encapsulamento por este método. Esta
informacédo € muito relevante, uma vez que também tiramos proveito deste material para
alteracBes subsequentes, no grupo aldeido.

Com o objectivo de introduzir grupos metacrilato na cadeia do alginato, tirou-se proveito
do alginato oxidado e, através da adicao nucleofilica do composto metacrilato de 2-amino
etilo, seguida de uma aminacdo redutiva, produziu-se uma amina estavel [20, 21] que
aprisiona os grupos funcionais pretendidos (Figura 4). O intuito de introduzir os grupos
metacrilato na cadeia de alginato teve diferentes objectivos. Um diz respeito a
possibilidade de, com estes grupos adicionais, melhorar a estabilidade dos hidrogéis em
fluidos biol6gicos ao longo do tempo. Como é conhecido, a perda gradual da estabilidade
e integridade dos hidrogéis ocorre, em condigdes fisioldgicas, pela troca dos ides de célcio
pelos de sodio, diminuindo a reticulagdo das cadeias e causando altera¢cdes osmoticas
gue levam ao swelling e destabilizagdo dos hidrogéis [22]. Com os grupos metacrilato,
pretende-se entdo criar duas possibilidades diferentes de reticulacdo estavel, ambas
baseadas na polimerizacdo radicalar. Vulgarmente, recorrem-se a foto-iniciadores
biocompativeis que, pela ac¢éo da luz, geram radicais que reagem com 0s grupos acrilato
formando ligagbes covalentes, mas outro tipo de iniciadores da reaccdo podem ser
utilizados [4]. Assim, os grupos metacrilato introduzidos poderéo reticular as cadeias de
alginato de uma forma permanente, uma vez que se trata de uma reaccdo quimica mais
estavel ao invés da meramente electrostatica que ocorre vulgarmente com o céalcio. Neste

contexto, Desai e seus colaboradores descrevem a extrusdo de uma mistura entre



polimeros de alginato e de PEGDA que sofre uma dupla reticulac@o, no banho gelificante
e por accdo da luz ultravioleta [23]. Este estudo demostrou maior coesdo do sistema,
impulsionando o estudo da metodologia que propomos. Recorrendo a mesma reacgao, 0
alginato metacrilato podera ainda interagir com o PEGDA, dando mais robustez ao
sistema e melhorando a sua biocompatibilidade pela peguilacdo. O uso do PEG com o
objectivo de melhorar a biocompatibilidade do sistema também ja foi reportado através do
uso de outros sistemas [24, 25].

Pretendiamos que a introducdo do alginato metacrilato ocorre-se apenas na camada
exterior do modelo que seria entdo um complexo poli-electrolitico alginato-PLO-alginato
metacrilato, por fim reticulado com PEGDA. Diferentes percentagens de reticulacédo
poderiam ser estudadas, garantindo a robustez e a manutencgéo da viabilidade celular.

A técnica de fotopolimerizacdo de hidrogéis de PEGDA também ja foi aplicada no
encapsulamento de células beta de ratinho MIN6 [26] e células beta de rato RIN5-m5F
[27] de forma a incluir no hidrogel bio-substancias de interesse. Outro objectivo de
trabalho futuro consiste em abordar esta metodologia, ao introduzir um péptido capaz de
sequestrar citocinas pro-inflamatérias (péptido anti-TNF), sintetizado com um terminal
metacrilato para reagir por polimerizacao radicalar com o alginato metacrilato (Anexo ).
Uma vez mais a caracterizacdo da percentagem de oxidacao inicial sera necessaria para
perceber a quantidade de péptido adicionada e fazer um estudo da influéncia de diferentes
guantidades na proteccdo celular contra citocinas pré-inflamatérias. Para introduzir
capacidade protectora contra espécies reactivas de oxigénio (ROS) pretende-se também,
interagir electrostaticamente uma porfirina com actividade de superéxido dismutase
(Anexo 1), aquando da formacgéo do complexo poli-electrolitico alginato-PLO.
Resumindo, apenas com a preparacdo de um material, o alginato dialdeido, é possivel,
de uma forma controlada dependente da oxidacéo do alginato, e recorrendo a diferentes
métodos, introduzir novos grupos funcionais e criar interac¢gbes com entidades de
interesse, como o caso das células a encapsular e bio-sustancias que tragam beneficios

ao modelo.
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Anexo |

Péptido anti-TNF
Nome: Péptido Acryl-WP9QY

Sequéncia: Acryl-YCWSQYLCY-NH,

§—S

Peso molecular: 1280 Da

Pureza: 93,6%

Sintese peptidica Fmoc em fase sélida, purificacdo por HPLC (Figura 1) e caracterizagdo
por microscopia de massa MALDO-TOF (Figura 2).
[Trabalho realizado por Nuno Vale e Paula Gomes, Departamento de Quimica e Bioquimica,

Faculdade de Ciéncias da Universidade do Porto]
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Figura 2
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Anexo Il

Nome: 5,10,15,20-Tetrakis-(N-methyl-4-pyridyl)-porfhyrin-Mn(lll) chloride tetratosylate
Sinénimo: TMPyPMn(Ill)
Peso molecular: 1451,97 Da

Triportech, Germany

Porfirina com actividade
de superoxido dismutase
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Isolamento de ilhéus de Langerhans e encapsulamento
em hidrogeéis de alginato






1. Introducéo

Com o crescimento de abordagens metodoldgicas de encapsulamento de células
produtoras de insulina para o tratamento da diabetes, o recurso a novas fontes de células
tem sido investigado, na tentativa de, no futuro, solucionar a falta de dadores alogénicos
para os implantes em humanos [1, 2]. Para além de fontes xenogénicas, metodologias
baseadas na criacdo de linhas de células beta imortalizadas, células beta derivadas de
células estaminais ou de processos de reprogramacao celular, tém sido alvo de estudo
[1, 2]. Com estes procedimentos, cria-se a possibilidade de autotransplantes, reduzindo
assim a reacgdo imunitaria e diminuindo também a complexidade dos modelos para o
imuno-isolamento [1-3]. No entanto, a criacdo de células beta funcionais, com uma
secrecao apropriada de insulina, é desafiante, e muitos dos métodos falham nesse
objectivo [2].

No pancreas, os ilhéus sdo compostos por células beta secretoras de insulina, células
alfa secretoras de glucagon, células delta secretoras de somatostatina e ainda células PP
secretoras do polipeptideo pancreéatico, entre outras. O intimo contacto entre estes tipos
celulares, permite uma comunicacédo paracrina que, juntamente com os efeitos autocrinos
e neuroendocrinos, regulam a complexa funcéo enddécrina destas células. Demostrando
o crucial contacto célula-célula, embora apenas com células beta MIN6, um estudo de
Chowdhury et al. mostra que a formacéo de aglomerados, também apelidados de pseudo-
ilhéus, torna a secrec¢do de insulina mais eficiente do que a das células em monocamada,
assemelhando-se assim a capacidade secretora de ilhéus humanos [4].

Retendo as complexas interac¢des multicelulares, os ilhéus integros mostram uma maior
eficiéncia na secrecao de insulina comparativamente com as células beta individualizadas
[1, 5]. Ja foi demonstrado que, em células beta isoladas de ilhéus humanos, aquelas que
se mantém indissociaveis de células alfa, segregam mais insulina quando estimuladas
por glicose [6].

Desta forma, com o objectivo de manter a vantajosa complexidade celular encontrada nos
ilhéus, pretende-se testar o modelo 3D de hidrogéis de alginato funcionalizado em ilhéus
de rato, para posterior implante alogénico. De facto, perspectiva-se que estas estruturas
altamente diferenciadas e adaptadas para a sintese de insulina possam ser vantajosas
para o sucesso do implante. Assim, nesta sec¢cdo € apresentada a descricdo do
isolamento de ilhéus de Langerhans de rato, alguns resultados preliminares que

confirmam a sua funcionalidade e ainda um teste preliminar do seu encapsulamento.
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2. Materiais e métodos

2.1 Isolamento de ilhéus de Langerhans

O método de isolamento dos ilhéus de Langerhans usado consiste na sua separacao do
tecido exdcrino pancreético, por digestdo enzimatica, mantendo a estrutura e a fungéo
dos ilhéus preservadas. Este método foi inicialmente descrito por Lacy e Kostianovsky [7],
tendo sofrido pequenas adaptacées ja descritas por Silva [8] e Seica [9].

Ap0s o sacrificio dos animais por deslocamento cervical, estes foram colocados na mesa
cirargica em posicao dorsal e foi desinfectada e limpa a zona abdominal. Todos os
procedimentos que se seguiram foram efectuados com a maior brevidade possivel a fim
de minimizar a hipdxia celular. Todas as solucfes usadas (Tabela 1) foram mantidas em

gelo e sob atmosfera de 95% O, e 5% CO..

Tabela 1: Composicdo das solugbes de isolamento

Solucgbes Composicao

115 mM NacCl, 5 mM KCI, 10 mM NaHCOs3, 1,2 mM NaH2POas, 25 mM

Solugdo A HEPES &cido, 1 mM MgClz; 2,56 mM CaClz; 8 mM glicose, pH=7,4

Solucdo B Solucao A suplementada com 3% (m/v) de BSA, pH=7,4

Solucéo enzimatica Solucdo A suplementada com Liberase TL ou Collagenase P

Apos incisdo mediana xifo-pubica, expds-se a arvore biliar e a face posterior do pancreas
e, a lupa, laqueou-se o colédoco a nivel distal (clamp a nivel da ampola de Vater) e a nivel
proximal (n6 cirurgico abaixo das ramificagdes cistica e hepatica). A jusante da lagueacao
proximal, e através de uma pequena incisdo transversal no colédoco, injectou-se
lentamente a solugdo enzimatica (Tabela 1) (Figura 1 - A e B). Para evitar a desidratacéo
e promover o arrefecimento dos 6rgdos de modo a garantir a actividade reduzida da
enzima durante a injeccdo e posterior dissecacdo do péncreas, os orgdos foram
humedecidos com a solucéo A arrefecida (Tabela 1). Neste trabalho foram testadas duas
enzimas diferentes, a Liberase TL e a Collagenase P, ambas adquiridas a Roche
Diagnostics. Depois da distensdo completa do pancreas com a solugdo enzimatica (10 -

15 mL para ratos com um peso entre 0s 200 - 300 g), procedeu-se a sua dissecagao com



a maior brevidade possivel (remocédo inicial da porcado gastrosplénica, seguida da
duodenal e por fim a porcao biliar) (Figura 1 - C e D).
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Figura 1: Representacdo esquematica e fotografias do processo de isolamento dos ilhéus de
Langerhans. Pormenor da canulagdo do colédoco em representacdo esquematica (A) e no
rato (B) e pancreas distendido com a solucdo enzimética (C). Da esquerda para a direita,
fotografia do pancreas dissecado, apds a digestao, e ilhéus livres de tecido exdcrino (D).
Adaptado de Stull et al. 2012 e Figueiredo 2010.

A digestao foi realizada a 37 °C por imers&o do tubo falcon com o pancreas dissecado
num banho termostatizado, acompanhado por suave agitagdo manual. O tempo de
digestéo variou na dependéncia da enzima usada, da concentracdo da mesma e da sua
actividade. Este intervalo de tempo também é condicionado por outras variaveis, como a
idade e o peso do animal. Deste modo, utilizaram-se critérios visuais, tais como 0 aumento
da turbidez da suspenséo e o desprendimento de pequenos fragmentos do pancreas, de
forma a decidir o momento exacto para parar a reacgdo. Os melhores resultados foram
conseguidos com a enzima Collagenase P numa concentracdo de 1mg/mL (actividade
2,4U/mg), com o tempo de digestdo de 8 - 9 minutos. A reacc¢édo enziméatica foi terminada
pela diminuicéo brusca da temperatura, pela diluicdo e pela presenca de BSA (colocacédo

do tubo falcon no gelo e adicdo da solugéo B arrefecida) (Tabela 1). O tubo foi em seguida
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agitado, promovendo a disrup¢do mecéanica do pancreas e, posteriormente, deixou-se
sedimentar no gelo durante 3 minutos, sob atmosfera de 95% O; e 5% CO.,. O
sobrenadante foi retirado por aspiragcdo com o auxilio de uma pipeta de Pasteur
descartavel e o tubo foi de novo cheio com a solugcéo B para nova sedimentacdo. Este
processo de lavagem foi repetido 3 vezes até remover toda a gordura, tecido exécrino mal
digerido e também para garantir a eliminacdo de toda a enzima residual.

No final das lavagens adicionou-se novamente solucdo de isolamento B mantida a
temperatura ambiente e, com a ajuda de uma pipeta graduada, homogeneizou-se
suavemente o material biolégico e distribuiu-se por caixas de Petri para posterior selec¢céo
dos ilhéus a lupa (Figura 1-D). Os ilhéus foram seleccionados em funcdo da sua
integridade morfolégica (contornos regulares e cor branca opaca) e recolhidos por
aspiracdo manual com uma pipeta automatica para a referida solugéo de isolamento, a
temperatura ambiente e em atmosfera de 95% O. e 5% CO.. Este processo repetiu-se
até eliminacdo da contaminacao com os fragmentos restantes do tecido exécrino (Figura
1-D).

2.2 Cultura celular

Apos isolamento, os ilhéus seleccionados passaram por um processo de esterilizagdo na
camara de fluxo laminar. Este consistiu na transferéncia consecutiva (3 vezes) dos ilhéus
para caixas de Petri contendo meio estéril. No fim, os ilhéus permaneceram em meio
Roswell Park Memorial Institute (1640 RPMI 1640), suplementado com 8 mM de glicose,
10% (v/v) de soro fetal bovino (FBS), 100 U/mL penicilina e 100 ug/mL estreptomicina,

mantidos numa incubadora sob atmosfera humidificada, a 37 °C e contendo 5% (v/v) CO..

2.3 Secrecéo de insulina

O teste de secrecdo de insulina em resposta a glicose foi realizado nos ilhéus apds 24
horas em cultura. Para tal, apos a remogéo do meio e a lavagem dos ilhéus com tampé&o
Krebs-Ringer modificado (135 mM NacCl, 3,6 mM KCI, 0,5 mM NaH2:PO,, 5 mM NaHCO:s,
10 mM HEPES, 1,5 mM CacClz, 0,5mM MgCl,, 0,1% (m/v) BSA, pH 7,4), estes foram
incubados com o mesmo tampao durante 30 minutos. Apos lavagens, os ilhéus foram
incubados com o tampao suplementado com glicose (2 mM, 8 mM ou 11 mM) durante 30
minutos. Apds a incubacéo, foram recolhidos os sobrenadantes e congelados a -20 °C
para posterior quantificacdo da insulina. Os niveis de insulina foram determinados pela

técnica de ELISA, recorrendo a um kit comercial Ultrasensitive Rat Insulin ELISA



(Mercodia). A absorvancia, a 450 nm, foi lida no leitor para microplacas Synergy MX,
BioTek Intruments Inc.

2.4 Encapsulamento dos ilhéus

Para o encapsulamento, foi preparada uma solugdo com a concentragao final de 2% (m/v)
de alginato de sddio (Sodium alginate, 65-70% &cido gulurénico, viscosidade ~ 100-300
mPa.s, Fluka BioChemica) em 0,9% de NaCl. A essa solucdo adicionaram-se os ilhéus
isolados e a suspensao foi extrudida através de uma agulha de 25G para uma solucao
gelificante (100 mM CacCl,, 10 mM HEPES, 150 mM NacCl). As esferas permaneceram na
solucao gelificante durante 15 minutos. Apés a reticulacao e lavagem em meio de cultura,
os ilhéus encapsulados foram colocados em cultura, de acordo com o descrito no ponto

2 desta seccdao.

3. Resultados e Discussao

Os ilhéus de Langerhans isolados de ratos Wistar saudaveis mostraram, apos isolamento
com Collagenase P, integridade morfolégica, apresentando contornos regulares e cor
branca opaca, alguns deles ainda rodeados por pequenas fraccbes de tecido exdcrino
(Figura 2-Ai). ApGs estimulacao com diferentes concentracdes de glicose (2 mM, 8 mM e
11 mM), os ilhéus responderam segregando insulina, de acordo com a concentracao de
glicose (Figura 2-B). A Figura 2 também mostra os ilhéus encapsulados em esferas de

alginato (Figura 2-Aii).
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Figura 2: Isolamento e secrecdo de insulina de ilhéus de Langerhans de rato. (A) Ilhéus
isolados (i) e encapsulados em hidrogéis de alginato (ii). (B) Teste de secrecdo de insulina
de ilhéus isolados e incubados com diferentes concentracfes de glicose (2 mM, 8 mM e 11
mM), detectada por ELISA. Os valores estao representados pela média £ DP (n= 2,3).

Assim, demonstramos a funcionalidade dos ilhéus isolados e mantidos em cultura, e o
seu encapsulamento em hidrogéis de alginato. Pretende-se, em ensaios futuros, testar a
capacidade de secrecdo dos ilhéus encapsulados, demonstrando que a glicose é
detectada pelas células encapsuladas e que a insulina atravessa o hidrogel e é libertada
no meio. O objectivo final sera testar, nos ilhéus isolados, o0 modelo 3D de hidrogéis de
alginato que desenvolvemos com as melhorias acrescentadas ao nivel da sua
funcionalizagdo com RGD, com a introdu¢&o das nanoparticulas para libertacdo de GLP-

1 e outras habilidades que ainda pretendemaos acrescentar a0 n0sso sistema.
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Conclusdes finais e perspectivas futuras






O desenvolvimento do presente trabalho pretendeu dar um contributo para a resolugéo
dos problemas reportados na aplicagdo do pancreas bio-artificial. Este complexo sistema
de libertacdo de insulina, por recorrer a células insulino-produtoras, € o Unico que se
aproxima da secrecdo do pancreas enddcrino. Desta forma, o sucesso desta metodologia
trara uma mudanca de paradigma no tratamento da diabetes e a qualidade de vida destes
doentes mudara radicalmente.

Estratégias que permitam melhorar as propriedades fisico-quimicas e biol6gicas do
pancreas bio-artificial, ultrapassando as limitacdes desta metodologia, tém sido alvo de
investigacdo nos Ultimos anos e estdo na base deste trabalho, que se focou

especialmente nos aspectos bioldgicos.

Numa primeira parte, recorrendo a substancias bio-activas, pretendeu-se criar estratégias
para o desenvolvimento de um modelo 3D que melhorasse a sobrevivéncia e
funcionalidade das células beta encapsuladas. Por um lado, modificou-se o alginato com
o péptido de adesao RGD, e por outro incorporaram-se nos hidrogéis nanoparticulas para
a libertacédo de GLP-1. Apds a avaliacdo das duas estratégias in vitro propostas, concluiu-
se que, juntamente com a densidade celular éptima a encapsular, ambas cumpriram o

objectivo proposto, levando as seguintes consideracoes:

- Directamente relacionada com a interaccdo célula-célula, a densidade celular utilizada
no encapsulamento € um parametro fulcral para a sobrevivéncia celular e, para as células

beta INS-1E, a densidade 6ptima encontrada foi de 5 milhées de células por mililitro.

- A presenca do péptido de adesdo RGD no hidrogel permitiu a interac¢do das células
com 0 mesmo, 0 aumento da expressao genética de alguns dos componentes da matriz
extracelular e ainda um aumento da formacéo de esferoides. Estes factos traduziram-se
numa melhoria da sobrevivéncia e fungdo das células encapsuladas, com especial

importancia na melhoria da capacidade de secre¢do de insulina.

- O co-encapsulamento das células beta com as nanoparticulas de PLGA contendo GLP-
1 € um método inovador e vantajoso para a sua libertacéo no local de interesse, as células
beta. Sem induzir toxicidade, a actuacdo da incretina libertada pelas nanoparticulas
mostrou melhorar a actividade metabdlica e induzir um incremento acentuado na

capacidade de secrecdo de insulina pelas células encapsuladas.
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Na segunda parte do trabalho pretendeu-se testar a eficacia do implante das células beta
INS-1E encapsuladas no modelo 3D de hidrogéis de alginato funcionalizado com o
péptido de adesdo RGD, num transplante alogénico, em ratos diabéticos tipo 2

imunocompetentes. As avaliagdes realizadas permitem chegar as seguintes conclusoes:

- Os animais implantados com as células neste modelo melhoraram o seu perfil glicémico,
constatado pela melhoria da glicemia ocasional, de jejum e da prova de tolerancia
intraperitoneal a glicose. Estes animais mostraram uma melhoria da sua sensibilidade a
insulina e da resisténcia a hormona, sugerindo que a insulina segregada pelas células

beta implantadas possa ter sido usada de uma forma mais eficiente.

- Nunca antes avaliada, demonstrou-se assim a potencialidade da aplicacdo desta
metodologia para o tratamento da diabetes tipo 2, permitindo um bom controlo glicémico

nesta doenca.

- Com a falta de dadores alogénicos de ilhéus, este implante alogénico de células beta
individualizadas contribuiu também para o estudo desta possivel fonte de células
produtoras de insulina, ao caracterizar o seu comportamento e sua potencialidade in vivo.
Contrariamente ao que foi observado in vitro, as células ndo foram capazes de proliferar
e formar esferbides ap6s o seu implante, tendo sido observados apenas alguns
aglomerados celulares. As condicdes desafiantes encontradas in vivo podem ter
comprometido a capacidade de divisdo destas células, mas ndo comprometeram a sua
capacidade de secretora, demonstrada pela marcacao histolégica insulino-positiva das

mesmas dentro das esferas de alginato e pelos seus efeitos metabdlicos.



A optimizacéo do isolamento de ilhéus de Langerhans de rato também foi abordada neste
trabalho para, no futuro, permitir o teste do modelo desenvolvido nestas estruturas
altamente diferenciadas na sintese de insulina, acreditando poder melhorar a eficicia do

implante.

Por fim, foram descritas duas modificacdes quimicas do alginato, com a introducdo de
grupos aldeido e metacrilato. Estes permitirdo, no futuro, a ligacao a moléculas/estruturas
de interesse, como as células ou os ilhéus a encapsular e substancias bio-activas
benéficas para o modelo, e ainda, proporcionarao uma forma de reticulacdo mais estavel
dos hidrogéis. Em testes futuros, recorrendo a estes materiais, pretende-se diminuir o
tamanho das esferas de alginato pela reaccao a superficie dos ilhéus ou células beta a
encapsular, e torna-las mais estaveis e biocompativeis, gracas a sua reticulacdo por
ligagbes covalentes estaveis entre as cadeias de alginato e com o PEGDA. As
funcionalizacbes com substancias bio-activas que propomos adicionar ao sistema
pretendem, pela adicdo de um péptido anti-TNF-a e uma porfirina com actividade
superoxido dismutase, proteger as células encapsuladas contra a ac¢do nefasta das

citocinas pré-inflamatorias e ROS, respectivamente.

Ainda de salientar que a estratégia quimica seleccionada neste trabalho teve em
consideracdo dois aspectos esséncias: a simplicidade e auséncia de citotoxicidade. Para
além destes aspectos, quer na modificacdo do alginato através da quimica das
cardodiimidas, quer pela sua oxidagcdo, permite-se criar uma grande versatilidade no
modelo, pois teoricamente qualquer composto com terminais aminicos podera interagir
guimicamente com o hidrogel. A fotopolimerizacdo que se pretende testar no futuro para
a reticulacdo covalente do hidrogel e introducdo de PEG e uma bio-substancia, é também
citocompativel.

A incorporacgédo das nanoparticulas de PLGA no hidrogel também é uma estratégia valiosa
gue podera ser usada para o0 encapsulamento de outros compostos de interesse e assim
modular o microambiente das células encapsuladas. Uma das aplicagbes que se podera
testar com as nanoparticulas € a libertacdo de VEGF para potenciar a angiogénese local.
A possibilidade de juntar diferentes estratégias no mesmo modelo podera ser a chave do

sucesso dos implantes no ambiente in vivo desafiante.
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Concluindo, o presente trabalho € o inicio de um caminho que ambiciona contribuir para
o desenvolvimento de um modelo ideal de péncreas bio-articial que possibilite o
tratamento ou a cura da diabetes. A juncdo das estratégias criadas, com outras ja
delineadas para testar no futuro, culminara no desenvolvimento de um modelo 3D de
hidrogéis de alginato, esquematizado na Figura 1, que acreditamos poder ser préximo do
ideal para o encapsulamento de células produtoras de insulina e seu transplante,
garantindo a fungéo do implante ao longo do tempo.

O esfor¢co conjunto de uma equipa multidisciplinar de engenheiros, bidlogos e clinicos é
essencial para encontrar solugbes realisticas, capazes de ultrapassar os problemas
reportados nesta aplicacdo, tornando-a numa realidade tdo ansiada por um namero cada

vez maior de doentes.
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Figura 1: Representacdo esquematica do modelo 3D de hidrogéis de alginato que
pretendemos criar com a jun¢éo de diferentes estratégias, importantes para: (A) permitir a
diminuicdo do tamanho do hidrogel pela reaccédo a superficie dos ilhéus ou células beta a
encapsular; (B) promover a interaccao célula-matriz extracelular; (C) melhorar a capacidade
secretora de insulina pela libertagdo de um agente insulinotropico; (D) melhorar a
imunoprotec¢éo pela deposi¢céo do poli-electrélito PLO e especificamente a protec¢éo contra
ROS pelainteraccao electroestética de uma porfirina anti-ROS; (E) permitir a protec¢ao contra
citocinas pré-inflamatdrias pela ligac@o covalente de um péptido anti-TNF-a e ainda melhorar
a estabilidade e biocompatibilidade pela reaccdo covalente entre as cadeias de alginato e
estas com o PEGDA; (F) promover a angiogénese pelo implante conjunto de nanoparticulas
com VEGF. Com este modelo, julgamos estar proximos do modelo ideal para o
encapsulamento de células produtoras de insulina e seu transplante, garantindo a fun¢éo do
implante ao longo do tempo.

Alg - alginato; RGD - arginina-glicina-aspartato; PLGA - acido poli(lactico-co-glicélico); GLP-
1 - glucagon-like peptide-1; PLO - poli-L-ornitina; ROS - espécies reactivas de oxigénio; TNF-
a - factor de necrose tumoral alfa; PEGDA - polietilenoglicol diacrilato; VEGF - factor de
crescimento endotelial vascular.
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