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A presente dissertacdo de mestrado foi redigida na forma de capitulos, em
conformidade com as normas vigentes no Regimento Interno do Programa de
Pos-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, da Universidade Federal do Rio

Grande do Sul, e encontra-se estruturada da seguinte forma:

— O capitulo | trata da revisdo da literatura acerca do tema da dissertacao,
abordando os aspectos relevantes para o desenvolvimento do trabalho:
Mucopolissacaridose tipo | e tratamentos; microencapsulacdo celular e
caracteristicas primordiais das microcapsulas; aspectos referentes aos
biomateriais, revestimentos e técnicas de microencapsulacdo celular, e por fim,

aplicacao terapéutica das microcapsulas na MPS 1.

— O capitulo Il apresenta os resultados obtidos da otimizacdo da obtencdo de
microcdpsulas de alginato no desenho experimental box-behnken, da
caracterizacgao fisico-quimica e da avaliacdo da viabilidade e da atividade de IDUA
in vitro antes e apds o revestimento e avaliagao in vivo da atividade de IDUA apos

30 dias de tratamento com as microcapsulas revestidas com poli-L-lisina.
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RESUMO

A mucopolissacaridose tipo | (MPS I) é uma doenca autossdmica recessiva
causada pela deficiéncia da enzima a-L-iduronidade (IDUA). Essa deficiéncia
resulta no acumulo de glicosaminoglicanos levando a diversas manifestacfes
clinicas. A microencapsulacdo de células recombinantes que superexpressam
IDUA tem sido considerada uma estratégia promissora para o tratamento de MPS
I. Neste contexto, o presente estudo teve por objetivo a otimizacdo da
encapsulacdo de células BHK (Baby Hamster Kidney) superexpressando IDUA em
microcapsulas de alginato revestidas com poli-L-lisina (PLL) utilizando-se um
extrusor eletrostatico. Em uma primeira etapa, um estudo de otimizacdo das
microcapsulas de alginato (MC-A) foi realizado por meio de um desenho
experimental do tipo Box-Behnken (software Mini-Tab®) que permitiu avaliar
simultaneamente a influéncia da voltagem (kV), fluxo alginato/células (mL/h) e
concentracdo de alginato (%) sobre o tamanho das microcapsulas e a atividade de
IDUA. Apéds, as microcapsulas foram revestidas sequencialmente com PLL e
alginato (MC-APA) com o objetivo de aumentar a sua estabilidade. Nas condi¢des
experimentais empregadas, MC-A e MC-APA apresentaram-se monodispersas
(span < 1,22) com um diametro médio inferior a 350 um, determinado por difracao
a laser. O revestimento alterou a morfologia das microcapsulas (microscopia
eletrbnica de varredura) e a sua resisténcia mecanica (analisador de textura),
sendo observado um aumento de cerca de 6 vezes na forca necessaria para
compressdo das mesmas. O revestimento final pelo alginato (MC-APA) parece ter
sido parcial de acordo com as analises de infravermelho por transformada de
Fourier com refletancia atenuada. Em uma ultima etapa, a atividade enziméatica foi
avaliada em modelo murino MPS | ap6s implante subcutaneo de MC-APA. Foi
observado um aumento significativo da atividade de IDUA na pele, ap6s 30 dias
de tratamento. Nas analises histolégicas foi observado um infiltrado inflamatoério no
local da aplicagdo que ndo impediu a liberagdo da enzima nas condigbes
avaliadas. No seu conjunto, esse estudo demonstra a potencialidade das MC-APA

para a liberacao local de IDUA.



Palavras chave: Mucopolissacaridose tipo |, microcapsulas de alginato,

microencapsulacao celular, Box-Behnken.



ABSTRACT

Mucopolysaccharidosis type | (MPS 1) is an autosomal recessive disorder caused
by the deficiency of a-L-iduronidase (IDUA). This deficiency results in the
accumulation of glycosaminoglycans leading to various clinical manifestations. The
microencapsulation of recombinant cells overexpressing IDUA has been
considered as a promising strategy for the treatment of MPS 1. In this context, the
present study aimed to optimize the encapsulation of BHK cells overexpressing
IDUA in poly-L-lysine (PLL) coated alginate microcapsules using an electrostatic
extruder. In a first step, a Box-Behnken experimental design (Mini-Tab® software)
was carried out for the optimization of the alginate microcapsules (MC-A), which
allowed to evaluate simultaneously the influence of voltage (kV), alginate/cell flow
(mL/h) and alginate concentration (%) on the size of the microcapsules and IDUA
activity. Thereafter, the microcapsules were sequentially coated with PLL and
alginate (MC-APA) in order to increase their stability. In the experimental
conditions used, MC-A and MC-APA were monodisperse (span <1.22) with an
average diameter of less than 350 ym, determined by laser diffraction. The coating
modified microcapsules morphology (scanning electron microscopy) and their
mechanical resistance (texture analyzer), being observed a six-fold increase in the
required force for their compression. The final alginate coating (MC-APA) appears
to have only partially coated the microcapsules, according to the attenuated total
reflectance Fourier transform infrared spectroscopy analyses. In a final step, the
enzymatic activity was evaluated in a MPS | murine model after subcutaneous
implantation of MC-APA. A significant increase in IDUA activity was observed in
the skin at 30 days after treatment. Histological analszes revealed an inflammatory
infiltrate at the application site, which did not prevent the release of the enzyme
under the evaluated conditions. Overall, this study demonstrates the potentiality of
MC-APA for the local release of IDUA.

Keywords: Mucopolysaccharidosis type 1, alginate microcapsules, cellular

microencapsulation, Box-Behnken.
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INTRODUCAO







A Mucopolissacaridose de tipo I (MPS 1) € uma doencga autossémica
recessiva que afeta aproximadamente 1:100000 nascidos vivos (MUENZER,
2011). A MPS | é caracterizada pela deficiéncia da enzima a-L-iduronidase (IDUA)
a gqual é necessaria para a degradacdo dos glicosaminoglicanos heparan e
dermatan sulfato. Diversos processos bioguimicos e fisiolégicos podem ser
afetados, levando a uma condicdo patolégica crbnica, multissistémica e com
manifestacbes clinicas variadas (CIMAZ; TORRE, 2014; MUNOZ-ROJAS et al.,
2011). A terapia de reposicao enzimatica (TRE) tem sido utilizada com sucesso, a
qual consiste na administracdo direta da enzima no paciente (D’ACO et al., 2012;
VALAYANNOPOULOS; WIIBURG, 2011). Apesar da TRE ser a terapéutica atual
mais segura, essa abordagem possui uma série de limitacdes, incluindo o fato da
enzima administrada ndo chegar a 6rgaos de dificil acesso, como cérebro, 0ssos e
cartilagens (GIUGLIANI et al., 2016; NOH; LEE, 2014). Até o momento, ndo ha um
tratamento eficaz e curativo para todas as manifestacdes clinicas da doenca,

motivando a busca por novas alternativas para seu tratamento.

Neste contexto, a microencapsulacdo celular tem sido investigada como
uma potencial estratégia terapéutica para MPS | (HERNANDEZ et al., 2010;
MATTE et al., 2011). MAYER et al (2010) desenvolveram uma linhagem de células
Baby Hamster Kidney (BHK), geneticamente modificada, que super-expressa
IDUA. Essas células foram encapsuladas em microcapsulas de alginato visando a
producdo de IDUA. Os resultados, obtidos até o momento, demonstraram um
aumento da atividade de IDUA em modelo murino de MPS |, apds implante
intraperitoneal e subcutaneo (BALDO et al., 2012b; LAGRANHA et al., 2017).

Diversos estudos investigam o uso da microencapsulacdo celular para
varias aplicagbes, bem com os fatores que podem influenciar nas caracteristicas
das microcapsulas e consequentemente no sucesso dessa abordagem de
tratamento (GATTAS-ASFURA et al., 2015; NABAVIMANESH; HASHEMI-
NAJAFABADI; é VASHEGHANI-FARAHANI, 2015; PAREDES-JUAREZ et al.,
2013; TAM et al.,, 2011; VEISEH et al., 2015; WETAPARNA et al., 2016). De

maneira geral, a composicdo qualitativa e quantitativa das microcapsulas e o
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método de preparacdo influenciam diretamente as propriedades fisico-quimicas
das mesmas, como didmetro médio e dispersdo. Esses pardametros podem
influenciar na estabilidade das microcapsulas, na facilidade de implantacdo, bem
como na reacado inflamatéria que ocorre no entorno do implante. No caso
especifico de MPS |, alguns tipos celulares j& foram encapsulados em
microcapsulas de alginato, sendo estas revestidas ou ndo com poli-L-lisina
(BARSOUM et al., 2003; MAYER et al., 2010; PILLER PUICHER et al., 2012).
Contudo, até o momento, as microcapsulas foram obtidas exclusivamente por

extrusao com fluxo de ar.

A técnica de extrusao eletrostatica tem recentemente substituido a extrusao
por fluxo de ar, vibragdo ou corte mecanico por permitir um maior controle de
parametros que influenciam as propriedades das microcapsulas, além de ser
considerada mais reprodutivel, escalonavel e de facil producdo em condicbes
estéreis (MANOJLOVIC et al., 2006). Esse método baseia-se na utilizacdo de
forca eletrostatica sendo que o potencial elétrico aplicado entre o dispositivo de
formacao de goticulas e a solugéo reticulante, induz uma carga na superficie da
solucdo do polimero que resulta numa diminuicdo da tensédo superficial do

polimero e a gota é formada para expelir o excesso de carga superficial
(GASPERINI; MANO; REIS, 2014).

Neste contexto, a presente dissertacdo de mestrado tem por objetivo
aperfeicoar o sistema de microencapsulacdo de células BHK recombinantes
(rBHK) usando a técnica de extrusdo eletrostatica. Para tanto, parametros
relacionados com a composicdo das formulacdes e condicbes do extrusor foram
otimizados através de um desenho experimental. Também visa o presente estudo
avaliar o efeito do revestimento das microcapsulas com poli-L-lisina sobre as
propriedades das microcapsulas (tamanho e resisténcia), bem como avaliar a

atividade de IDUA em modelo murino MPS |, apdés implante subcutaneo.
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OBJETIVOS







Objetivo Geral

Otimizar a obtencdo de microcapsulas de alginato contendo células rBHK
formadas pelo processo de extrusédo eletrostatico e avaliar a atividade enzimatica

apos implante subcutaneo.
Objetivos Especificos

— Otimizar a obtencdo de microcapsulas de alginato usando
microencapsulador eletrostatico;

— Caracterizar as propriedades fisico-quimicas e morfolégicas das
microcapsulas obtidas antes e apdés revestimento com PLL;

— Avaliar a atividade da enzima a-L-iduronidase e a viabilidade celular in vitro;

— Implantar as microcdpsulas na via subcutdnea de camundongos MPS | e

avaliar a atividade de IDUA apés 30 dias.
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CAPITULO I: Revisdo da Literatura







Mucopolissacaridoses

As mucopolissacaridoses (MPS) sdo um grupo heterogéneo de doencas
lisossdmicas (DL) caracterizadas por mutagdes em genes que codificam enzimas
envolvidas nas vias de degradacédo de glicosaminoglicanos (GAGs). Esse grupo
de doenca é representado pela deficiéncia de onze enzimas, que sao classificadas
de acordo com a enzima deficiente, em nove tipos (CIMAZ; TORRE, 2014). Essas
doencas sao herdadas de modo autossémico recessivo, com excecdo da MPS
tipo Il que é ligada ao X, e possuem um amplo espectro de gravidade clinica

inclusive para a mesma deficiéncia enzimatica (MUENZER, 2011).

Os GAGs sao polissacarideos lineares ndo ramificados compostos por
unidades dissacaridicas que quando ligados a proteinas, sdo chamados de
proteoglicanos que sdo parte essencial da matriz extracelular. Em seu
catabolismo, o0s proteoglicanos sofrem clivagem proteolitca e séo
sequencialmente degradados por diversas enzimas lisossdmicas formando
monossacarideos e sulfatos inorganicos (GANDHI; MANCERA, 2008). Com a
reducdo ou a perda da atividade dessas enzimas lisossdbmicas ocorre o acumulo
destas macromoléculas ndo degradadas levando assim a perturbacéo das funcdes
lisossbmicas e celulares, causando diversas manifestacdes clinicas (MARTINS et
al., 2009).

Mucopolissacaridose tipo |

A Mucopolissacaridose tipo | (MPS |) é considerada o protétipo das DL
progressivas e multissistémicas. E uma doenca causada por mutacéo no gene que
codifica a enzima a-L-iduronidase (IDUA) (BECK et al.,, 2014). A IDUA é uma
glicosidase que possui um tamanho de 69 kDa na sua forma madura. Essa enzima
€ responsavel pela hidrélise de residuos acidos alfa-L-idurbnicos dos GAGs
heparan e dermatan sulfato (TAYLOR et al.,, 1991). Os lisossomos estao
presentes em todas as células eucaridticas e tém papel importante em diversas
funcdes, assim as manifestacdes clinicas da MPS | sdo variadas (MARTINS et al.,
2009).
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Devido & heterogeneidade da MPS | a mesma é dividida em trés formas
principais: a Sindrome de Hurler (forma grave), a Sindrome de Hurler-Scheie
(forma intermediaria) e a Sindrome de Scheie (forma atenuada) (BECK et al.,
2014). Na forma mais grave € evidente o atraso no desenvolvimento nos primeiros
anos, seguido de comprometimento neurolégico progressivo e perda da
capacidade fisica, sendo a expectativa de vida limitada a infancia quando né&o
tratada. Na forma intermediaria geralmente ndo ha prejuizo neurologico, porém
devido as complicacBes cardiovasculares e respiratorias a expectativa de vida
geralmente é limitada a fase adulta. Ja na forma atenuada as manifestacfes
clinicas apresentam-se tardiamente e de forma mais lenta, porém os pacientes
sobrevivem até a idade adulta com significativa morbidade (BECK et al., 2014;
MARTINS et al., 2009; MUNOZ-ROJAS et al., 2011).

Considerando a natureza progressiva da MPS | e para os tratamentos
serem eficazes, é essencial o diagnéstico precoce, porém geralmente este é
demorado, com excec¢do nos casos com historico familiar que é realizado no pré-
natal. Devido as semelhancas clinicas e os sintomas variados entre as DL,
primeiramente, se faz uma triagem inicial através da analise de GAGs secretados
na urina e apos se faz ensaios enzimaticos e moleculares para o diagnostico
definitivo (GIUGLIANI, 2012). No entanto, apesar do diagnéstico definitivo, ainda
h& dificuldade de fazer a correlacdo genotipo-fendtipo para diferenciar as trés
formas clinicas da MPS | (SUGAWARA et al., 2008).

Tratamentos

Até o momento, o tratamento da MPS | esta baseado em duas terapias com
0 objetivo de fornecer a enzima ao paciente, a terapia de reposicdo enzimatica
(TRE) e o transplante de células tronco hematopoiéticas (TCTH). Ambas baseiam-
se na propriedade da enzima IDUA de ser secretada e captada pelas células
vizinhas pela via de manose-6-fosfato (M6P). No entanto, dependendo da
gravidade, do fenotipo e do grau de progressdo da doenca 0S mesmos S&ao

limitados, intensivos e nao curativos (BECK, 2010).
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O primeiro TCTH para o tratamento de MPS | foi realizado em 1980 em uma
crianca com sindrome de Hurler. Desde entdo, centenas de pacientes receberam
células tronco da medula 6ssea ou do corddo umbilical de doadores. Essa terapia
por apresentar alta mortalidade e morbidade associada, é normalmente
recomendada em situagdes mais graves e em situagdes em que o paciente tenha
menos de dois anos de idade com cogni¢cdo normal, pois assim pode prolongar a
sobrevivéncia, preservar a neurocognicdo e melhorar algumas caracteristicas
somaticas (D’ACO et al., 2012; VALAYANNOPOULOS; WIJBURG, 2011).

Quando o TCTH é bem sucedido, a expectativa de vida dos pacientes é
aumentada e muitas das anormalidades sistémicas mostram melhoras evidentes.
Porém, quando a funcdo neuroldgica ja é pré-existente a mesma é irreversivel
sendo apenas retardada a sua progressado (SHAPIRO et al., 2016). Nas disordens
musculo-esqueléticas o tratamento parece ndo alterar a ordem natural da doenca
(VAN DER LINDEN et al.,, 2011). Assim evidencia-se que essa abordagem
apresenta uma série de limitacdes incluindo o fato da enzima ndo chegar nas
articulacbes e cérebro, associadas com a dificuldade de encontrar um doador
compativel, efeitos adversos da quimioterapia bem como a necessidade precoce
do tratamento (D’ACO et al., 2012; RU et al., 2011).

Aprovada em 2003, a TRE tem sido utilizada com sucesso para 0
tratamento de MPS I. O tratamento baseia-se na administracdo intravenosa da
enzima alfa-L-iduronidase recombinante no paciente semanalmente ou
quinzenalmente logo ap6s o diagnostico. Sua resposta depende também da
gravidade e do inicio do tratamento. ApGs o tratamento sdo observados varios
beneficios clinicos incluindo a diminuicdo da hepatomegalia, melhora na funcéo
respiratoria, melhora na capacidade de movimentacdo e da qualidade de vida
(BECK, 2010; D’ACO et al., 2012; LARAWAY et al., 2016; RU et al., 2011).

Apesar dos beneficios da TRE essa abordagem possui algumas limitacoes,
incluindo o fato dos pacientes desenvolverem anticorpos contra a enzima, efeitos

adversos a terapia e, além disso, a adesdo ao tratamento pelo paciente é

prejudicada pela necessidade da administracdo peridédica da enzima e pelo
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elevado custo. Outro desafio é que até o momento, a eficacia da TRE é limitada a
reducdo das manifestacfes periféricas ndo tendo beneficios neurocognitivos, uma
vez que a enzima nao € capaz de ultrapassar a barreira hematoencefalica (WOLF
et al., 2015; VALAYANNOPOULOS; WIJBURG, 2011). Estudos de TRE intratecal
como alternativa para acessar diretamente o sistema nervoso central estdo em
andamento, porém ainda € necesséria a comprovacéao da eficicia e da seguranca
(DICKSON et al., 2007; MUNOZ-ROJAS et al., 2008).

Considerando a heterogeneidade clinica da MPS | e as dificuldades
apresentadas pelos tratamentos atuais a busca por novas estratégias terapéuticas
é impulsionada a fim de melhorar a eficiéncia do tratamento e a qualidade de vida
dos pacientes. Atualmente, diversos estudos estado sendo realizados, com foco em
diferentes aspectos da doenca e desenvolvendo abordagens especificas, entre
elas esté a terapia génica (BALDO et al., 2014; WOLF et al., 2015).

A terapia génical/celular baseia-se na inser¢cdo de material genético nas
células de modo a expressar ou ainda bloguear a expressdo de uma proteina de
interesse, visando a reversao de um fenétipo patolégico (COTRIM; BAUM, 2008).
As DL sao excelentes candidatas para essa terapia uma vez que Sao
caracterizadas por serem doencas monogénicas, e, além disso, ndo estao sujeitas
a mecanismos de regulacdo complexos, e uma atividade enzimética de apenas
15-20% dos niveis normais j4 € suficiente para eficacia clinica (BECK, 2010).
Estudos baseados em terapia génica foram desenvolvidos para a MPS |
(CAMASSOLA et al., 2005; CHUNG et al., 2007; FRAGA et al., 2015; OU et al.,
2016). Dentre esses estudos uma abordagem promissora para a entrega de
compostos biologicamente ativos para o tratamento da MPS | é a

microencapsulacéo celular.
Microencapsulacao celular

Nos ultimos anos muitas abordagens tecnologicas foram desenvolvidas
visando aplicacbes biomédicas, e dentre as mais promissoras esta a

microencapsulagédo celular. Esse sistema possui uma ampla versatilidade
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terapéutica, pois permite o uso de células de uma variedade de fontes, desde
células primérias a células geneticamente modificadas que podem ser induzidas a
expressar qualquer proteina desejada in vivo, sem a modificacdo do genoma do
hospedeiro (MURUA et al., 2008; ORIVE et al., 2014). Desde os estudos pioneiros
realizados por CHANG e colaboradores em 1964 esse sistema estd sendo
amplamente investigado. Estudos demonstram o potencial da aplicacdo dessa

tecnologia em diversas doencas (ORIVE et al., 2014).

A microencapsulacéo celular consiste na imobilizacdo de células dentro de
uma membrana semipermeavel, geralmente polimérica, a qual permite a liberacao
de produtos biologicamente ativos de forma prolongada, controlada e/ou
localizada (MURUA et al.,, 2008). A permeabilidade da membrana deve ser
adequada para permitir a difusdo de nutrientes, oxigénio e de produtos ativos
proporcionando um microambiente adequado para a viabilidade e proliferacdo
celular bem como para a liberacdo do agente terapéutico. Além disso, a
microencapsulacdo deve proteger as células do sistema imune do hospedeiro,
impedindo que moléculas de peso molecular elevado como anticorpos e outros
componentes entrem em contato com as células evitando assim a destruicdo das
mesmas (figura 1) (DE VOS et al., 2009; ORIVE et al., 2014).

A utilizacdo desse sistema como estratégia terapéutica requer que 0 mesmo
seja biocompativel, permeavel e com estabilidade adequada (ORIVE et al., 2014).
Considerando que essas propriedades das microcapsulas sao influenciadas por
diversos fatores incluindo as caracteristicas fisico-quimicas do biomaterial, do ion
reticulante, do revestimento bem como da técnica de producdo (ROKSTAD et al.,
2014) é necessario desprender atencdo nesses requisitos, pois 0s mesmos tem

impacto significativo no desempenho global desse sistema.

A biocompatibilidade é uma propriedade complexa e esta relacionada tanto
com as interagbes entre o biomaterial e o sistema hospedeiro bem como entre o
biomaterial e as células encapsuladas. A escolha adequada do material é
primordial sendo que uma das caracteristicas que deve ser considerada € a

pureza do mesmo. No caso do alginato, por ser um biomaterial natural, possui
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muitos contaminantes sendo essencial um processo de purificagdo. Esse processo
deve ser eficiente para remover todos o0s contaminantes como endotoxinas,
algumas proteinas e polifendis. Esse processo deve ser controlado, pois pode
induzir mudancas nas caracteristicas do alginato (CAFIOREAL; BASTA, 2013;
MENARD et al., 2009; TAM et al., 2006).
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Figura 1. Representacdo esquematica de uma microcapsula e suas
caracteristicas (Adaptado de HERNANDEZ, et al., 2010).

Outros fatores que também podem influenciar tanto a resposta imune como
a permeabilidade e a estabilidade mecanica e que devem ser considerados a
distribuicdo do diametro e a morfologia da microcapsula (KONTTURI et al., 2011;
STRAND et al.,, 2002). As capsulas com tamanho < 500 ym sdo as mais
adequadas, pois garantem uma boa taxa de difusdo de nutrientes prolongando
assim a viabilidade celular. O diametro reduzido contribui para as propriedades
mecanicas, pois diminui a propensdo a ruptura. Além disso, capsulas pequenas,
esféricas e lisas quando implantadas ndo induzem reacdo de corpo estranho,
diminuindo assim o processo inflamatorio e a adsorcdo de proteinas (SAKAI;
KAWAKAMI, 2010; VEISEH et al.,, 2015). Assim estudos buscam desenvolver
técnicas diferentes de microencapsulacdo objetivando o desenvolvimento de

microcapsulas com caracteristicas ideais para o implante.
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A estabilidade mecéanica das microcapsulas é fundamental para proteger e
manter as células viadveis apos implante. O sistema deve ter um equilibrio entre
forca e flexibilidade. A forca € necessaria para a integridade estrutural da
membrana de forma que permite a protecdo das células, ja a flexibilidade é
necesséria para a expansao celular. Assim as propriedades mecéanicas podem
ser controladas pela concentragdo, composi¢cdo do polimero, do revestimento e
dos ions gelificantes de forma a obter um sistema com uma rigidez mecéanica
adequada (BHUJBAL; PAREDES-JUAREZ; NICLOU, 2014). Uma solucdo de
alginato composta de polimero de alto peso molecular leva a um aumento da
viscosidade consequentemente melhorando a elasticidade do gel, porém uma
solugcdo muito viscosa acaba sendo indesejavel, pois prejudica a formacéo

esférica e uniforme da capsula (TAM et al., 2011).
Biomateriais

Diversos biomateriais estdo sendo estudados para a microencapsulacéo
uma vez que a escolha do mesmo € o primeiro ponto critico nesse processo. As
propriedades de biocompatibilidade e estabilidade do biomaterial s&o primordiais e
estdo diretamente relacionados com o sucesso da aplicagdo da microcipsula (DE
VOS et al.,, 2014). Assim, na busca de um material apropriado, varios tipos de
polimeros naturais e sintéticos estdo sendo estudados, sendo esses muito
utilizados como veiculos de liberacdo prolongada de agentes terapéuticos
(GASPERINI; MANO; REIS, 2014; OLABISI, 2014).

Cada biomaterial oferece vantagens e desvantagens sendo dificil encontrar
um material adequado. Polimeros de origem natural que formam hidrogéis
destacam-se, pois tem uma estrutura semelhante a matriz extracelular de varios
tecidos humanos. Os hidrogéis sdo altamente hidrataveis formando redes
tridimensionais com uma estrutura porosa, maleavel que ao ser implantado
permite uma baixa adsorcdo de proteinas. Além disso, criam um microambiente
capaz de fornecer condi¢bes bioquimicas e fisicas para o metabolismo celular
(HERNANDEZ et al., 2010; LEE; MOONEY, 2013; ROKSTAD et al., 2014).
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Considerando a biocompatibilidade inerente dos polimeros naturais, nos
altimos anos houve um avanco nos estudos desses materiais para a utilizagdo na
formacéo de microcapsulas. A escolha do polimero depende da sua composicao e
das propriedades fisico-quimicas que influenciam na funcionalidade e nas
caracteristicas da microcipsula. Mesmo com uma grande variedade de
biomateriais, entre eles, agarose, acido hialurdnico, quitosana, colageno e fibrina,

o alginato é o mais descrito na literatura (SANTOS et al., 2013).

Microcapsulas de alginato

7

O alginato é muito utilizado e estudado na &area de microencapsulagédo
celular, principalmente devido a sua baixa toxicidade, facil manipulagéo,
capacidade de formacdo de géis in vivo e custo relativamente baixo (LEE;
MOONEY, 2013). E um dos poucos materiais que pode ser processado em
condicdes fisioldgicas e a producdo da capsula pode ser realizada a temperatura
ambiente e utilizando solucdes isotbnicas. O alginato € um copolimero binario nao
ramificado de ligacdo 1-4 com &cido B-D- manurénico (M) e acido a-L-
gulurdnico(L) (figura 2) que pode ser isolado a partir de algas marinhas como de
Laminaria hyperborea, Macrocystis pyrifera, Laminaria digitata, Ascophyllum
nodosum, Laminaria japOnica, entre outras, também podendo ser encontrado
como um polissacarideo de bactérias, tais como Azotobacter vinelandii e
Pseudomonas (JUAREZ et al., 2014).

A proporcao entre os residuos manurdnicos (M) e gulurbnicos (G), bem
como a sua estrutura sequencial e o grau de polimerizacéo varia conforme a fonte
de onde alginato foi isolado. Os mondmeros estdo ligados em blocos os quais sédo
constituidos de residuos consecutivos ou de residuos alternados ao longo da
cadeia que se associam através de ligagbes cruzadas com cétions bivalentes
formando o hidrogel (LEE; MOONEY, 2013). O processo de formacdo das
microcapsulas de alginato pode ser baseado em estratégias fisicas e quimicas de

reticulagéo.
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Figura 2. Estrutura quimica do alginato (Fonte: JUAREZ et al., 2014).

O processo mais utilizado para a formacdo de hidrogel baseia-se na
extrusdo de uma suspensdo de alginato contendo as células terapéuticas com
uma solugdo de reticulagdo contendo agentes ionicos (DONATI; PAOLETTI,
2009). Esse processo, no qual os ions interagem com os residuos G da cadeia
polimérica e induzem a formacdo de zonas de juncdo, de modo que as cadeias
adjacentes se associam e formam ligacdes cruzadas, resulta na estrutura do gel
conhecido como modelo “egg-box” (figura 3) (DONATI; PAOLETTI, 2009; DE VOS
et al., 2014).

As propriedades do hidrogel dependem do tipo de cétion utilizado para a
reticulacdo. Devido a maior afinidade com o alginato, os cétions bivalentes como
Ca”*, Sr** ou Ba®* sdo muitos empregados para a formacéo de hidrogel. Devido as
qualidades fisiolégicas e de biocompatibilidade o agente de reticulagcdo mais
comumente utilizado para microencapsulacéo celular é o fon Ca** o qual é usado
na forma de solugéo de cloreto de calcio (MZRCH et al., 2006). No entanto, apos
serem implantadas essas microcapsulas reticuladas com calcio sdo sensiveis a
agentes quelantes, o que resulta em um aumento de permeabilidade e

desestabilizagcido podendo levar a ruptura do gel (OLABISI, 2014).
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Figura 3. Processo de gelificacéo do alginato (Fonte: JUAREZ et al., 2014).

Revestimentos das microcapsulas

A membrana das microcdpsulas pode ser revestida no intuito de modular a
permeabilidade e aumentar a resisténcia mecanica das mesmas. Os polications
como a poli-D-lisina (PDL), poli-L-ornitina (PLO) e poli-L-lisina (PLL) sdo os mais
empregados para esse fim (PONCE et al., 2006). No entanto, muitos fatores
determinam as propriedades de permeacdo, como 0 tipo de revestimento,
espessura do revestimento e o tempo desse processo, concentracdo e as
interacOes entre o revestimento e a membrana do alginato. O revestimento néo
deve interferir na difusdo de nutrientes nem das moléculas terapéuticas. Assim,
esses fatores devem ser bem controlados, pois o revestimento pode levar a
diminuicdo da permeabilidade podendo gerar desnutricdo das células e o acumulo

de materiais téxicos nas capsulas (DE VOS et al., 2014).

A poli-L-lisina é extensivamente aplicada no recobrimento de capsulas de
alginato, porém devido a formacdo de uma Unica camada de complexo alginato-
polication, as cargas positivas ficam expostas na superficie da membrana, o que
torna a capsula imunogénica (ROBITAILLE et al., 2005; TAM et al., 2011). Isso

acontece, porque o ion usado na reticulagdo e o polication competem com 0s
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sitios de ligagdo levando a um defeito no revestimento da membrana. Uma
maneira de minimizar esse problema € a utilizacdo de quantidades adequadas de
residuos de M e G para permitir uma ligacdo adequada com a poli-L-lisina e obter
uma conformacéo tipo super helicoidal, a qual pode mascarar as cargas positivas

da poli-L-lisina que induz a resposta inflamatéria ( DE VOS et al., 2014).

Outra forma descrita para minimizar essa imunogenicidade é adicionar mais
um revestimento externo de alginato formando as microcépsulas alginato-poli-L-
lisina-alginato (APA) (GASPERINI; MANO; REIS, 2014). Porém, esse
revestimento adicional de alginato parece ter pouco efeito na biocompatibilidade
das microcépsulas, pois mesmo com essa estratégia, observa-se que apés o
implante algumas formulacdes apresentam instabilidade frente ao pH ou a
osmolaridade, tendo como consequéncia a resposta inflamatoria (JUAREZ et al.,
2014; TAM et al., 2011). Estudos demonstram que apés o implante de
microcapsulas APA o sistema imunoldgico € ativado além da ativacédo induzida
pelo procedimento cirdrgico (MURUA et al., 2007; TAM et al., 2011).

Estratégias como o uso de multicamadas e a funcionalizagdo das mesmas
no revestimento tém sido relatadas para melhorar as caracteristicas das
microcapsulas e a imunoisolacdo das células (ACARREGUI et al., 2014;
BHUJBAL et al., 2014). As abordagens de peguilacdo ou de uso de diblocos de
biopolimeros na superficie das microcapsulas tém sido eficientes, pois a presenca
dos mesmos protege as células, prologando assim o tratamento (GATTAS-
ASFURA et al., 2015; LIU et al, 2010; NABAVIMANESH; HASHEMI-
NAJAFABADI; VASHEGHANI-FARAHANI, 2015; SPASOJEVIC et al., 2014). Uma
alternativa para diminuir a adsorcdo de proteinas no biomaterial e 0 processo
inflamatorio desencadeado no implante é o uso de anti-inflamatorios co-
encapsulados, os quais podem ser liberados de forma sustentada e localizada
(DANG et al., 2013; MURUA et al., 2011). Considerando que a maior dificuldade
ainda € encontrar um revestimento ideal que permita a viabilidade celular e que
apos o implante néo ative o sistema imune, estudos sobre a funcionalizagéo desse

sistema estdo em curso em diferentes grupos de pesquisa.

45



Métodos de microencapsulacgéo celular

A tecnologia de encapsulacdo depende do material e da estratégia de
formacao do hidrogel. Os métodos de producdo devem ser reprodutiveis e, além
disso, devem ser capazes de produzir microcapsulas com caracteristicas que
proporcionam a sobrevivéncia das células bem como biocompatibilidade em longo
prazo (RABANEL et al., 2009). Muitas tecnologias tém sido propostas para a
producdo de microcapsulas, sendo que a escolha da mesma deve ser baseada
nas propriedades das microcapsulas, aplicacdo, mecanismo de liberacéo

desejado, escala de producéo e o custo do processo (JYOTHI et al., 2010).

Um dos principais meios para a formacdo das microcapsulas € através da
dispersdo de um liquido que é solidificado por meios fisicos ou quimicos, sendo o
método de extrusdo amplamente utilizado para a microencapsulacéo celular.
Nesse método, uma suspensdo do biomaterial e células é extrusada através de
um pequeno orificio formando uma goticula crescente e que pela forca da
gravidade cai livremente na solucdo gelificante (PRUBE et al., 2000). As
principais tecnologias de extrusdo baseiam-se em técnicas de fluxo de ar
(PRUSSE et al., 2008), de vibragdo (MAZZITELLI et al., 2008), de corte mecanico
da gota (KOCH et al., 2003) e de potencial eletrostatico (PRUSSE et al., 2008) que
permitem controlar o didmetro da gota, bem como a forma da capsula formada

(figura 4).

A técnica de extrusdo eletrostatica esta sendo mais recentemente estudada
por ser controlavel, reprodutivel, facil de usar em condi¢cdes estéreis e a sua
produtividade é elevada para produzir microcapsulas na escala necessaria para
as necessidades clinicas (MANOJLOVIC et al., 2006). Esse método baseia-se na
utilizacdo de forca eletrostatica sendo que o potencial elétrico aplicado entre o
dispositivo de formacao de goticulas e a solucéo reticulante, induz uma carga na
superficie da solucdo do polimero que resulta numa diminuicdo da tenséo
superficial do polimero e a gota é formada para expelir o excesso de carga
superficial (figura 5) (GASPERINI; MANO; REIS, 2014).

46



i
p
air
|- +——
o t
Q
H i

Fluxo de ar Eletrostatico Vibracional Corte mecanico

Figura 4. Esquema das tecnologias de extrusdo utilizadas na producédo de
microcapsulas (Fonte: PRUSSE et al., 2008).

No entanto, essa técnica € complexa e envolve muitos parametros tais
como o potencial eletrostatico aplicado, diametro da agulha, vazdo da suspensao,
distancia da agulha em relacdo a solucdo reticulante, bem como os fatores
relacionados as propriedades fisico-quimicas do polimero usado como
viscosidade, concentracdo, composicdo que influenciam o tamanho e as
caracteristicas da microcapsula (NEDOVIC et al., 2005; MANOJLOVIC et al.,
2006). Assim € necesséaria uma ampla investigacao desses fatores e parametros
a fim de melhorar essa técnica para obtencdo de microcdpsulas com

propriedades adequadas para aplicacao clinica.

Considerando os diversos parametros envolvidos para a obtencdo de
microcapsulas usando a técnica de extrusao eletrostéatica, esse processo pode ser
otimizado usando um delineamento experimental. A fim de caracterizar a possivel
relacdo entre uma ou mais variaveis resposta e um conjunto de fatores de
interesse, muitas técnicas experimentais baseadas em métodos estatisticos séo
utilizadas para planejar, conduzir, implantar e analisar dados de forma valida e
objetiva (MA et al., 2012). Uma ferramenta estatistica empregada para esse fim &
0 método de superficie de resposta, que € util quando ha interesse em determinar
condicbes Otimas para se trabalhar ou analisar a sensibilidade da variavel

resposta a mudancas dos niveis dos fatores de interesse (BAS; BOYACI, 2007).
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Para essa ferramenta ser usada € necessario primeiramente identificar as
variaveis independentes ou fatores que afetam o produto ou do processo, e depois
estudar os seus efeitos sobre uma variavel dependente ou resposta (BAS;
BOYACI, 2007). Assim o delineamento experimental baseado no método de
superficie de resposta, pode ser utilizado para a otimizacdo da composi¢cdo da

microcapsula bem como do processo de microencapsulacdo celular.

Microencapsulador Suspensao
eletrostatico biomaterial/células

Solugéo Microcépsula
reticulante

Figura 5. Método de producdo das microcapsulas pela técnica de extrusédo
eletrostética.

Aplicacbes terapéuticas das microcapsulas

A microencapsulacdo celular € uma proposta promissora para o tratamento
de diversas doencas. Essa tecnologia esta sendo amplamente estudada e sua
aplicacgéo ja foi demonstrada para doengas neurodegenerativas, como Alzheimer e
Parkinson, para as quais ha ensaios estudos clinicos bem sucedidos (KISHIMA et
al., 2004; SPUCH; NAVARRO, 2010) e também para o tratamento de tumores
cerebrais (KEUNEN et al., 2011), anemia cronica (MURUA et al., 2007), doencas
cardiacas (PAUL et al., 2010), doencas 0sseas e de cartilagem (DASHTDAR et
al., 2011; MAN et al., 2012; SAINI et al., 2006). O microencapsulamento celular
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também tem sido considerado no tratamento da MPS |, permitindo o
encapsulamento de células geneticamente modificadas que super-expressam a
enzima IDUA. A enzima € produzida e secretada para o meio extracelular e
recaptada por células deficientes via receptores de manose- 6-fosfato (RM6P) e

redirecionadas para os lisossomos (Figura 6) (MATTE et al., 2011).
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Figura 6. Tradfego de enzimas lisossébmicas apods encapsulacdo celular. As
enzimas lisossémicas nascentes sdo glicosiladas no reticulo endoplasmatico da
célula geneticamente modificada. (A) As enzimas séo fosforiladas no residuo de
manose 6-fosfato no complexo de Golgi. (B) A maioria das enzimas é transportada
para o0 lisossomo maduro. (C) Algumas, no entanto, sdo secretadas para o
ambiente extracelular, e (D) para fora das capsulas. (E) Enzimas fosforiladas se
ligam aos receptores de manose 6-fosfato das células deficientes (F) onde sdo
endocitadas e voltam para os lisossomos (Fonte: MATTE et al., 2011).

Na tabela 1 estdo apresentados estudos que visam o tratamento da MPS |
com a microencapsulagéo celular. Diferentes linhagens de células modificadas
para expressar a enzima alfa-L-iduronidase (IDUA) foram encapsuladas e testadas
in vitro e in vivo. BARSOUM e colaboradores (2003) modificaram geneticamente
células de rim de cédes para expressar a IDUA, as quais foram imobilizadas em

microcapsulas APA com cerca de 500 pm de diametro. Essas microcapsulas
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foram implantadas no cérebro de cdes MPS |. Apesar do processo inflamatorio
observado na regido do implante, a IDUA foi detectada no plasma e no liquido
cefalorraquidiano apos 21 dias do implante e em varias regides do cérebro apoés a
morte dos animais. Os resultados desse estudo demonstrou que essa tecnologia
permite a liberacdo de IDUA, porém para ser aplichdvel ao SNC de seres humanos
deve ser desenvolvido um procedimento neurocirirgico mais preciso e menos

invasivo.

Em outro estudo, Piller Puicher e colaborados (2012) utilizaram
microcapsulas APA contendo células de mioblastos (C2C12) modificadas para
expressar IDUA, as mesmas foram implantadas no peritdbnio de camundongos
MPS | e avaliado os efeitos terapéuticos sistémicos durante 4 meses. Evidenciou-
se significativa inducéo da atividade enzimética tecidual nas primeiras 12 semanas
do implante. Apés isso se observou diminuicdo de enzima produzida sendo essa
insuficiente para manter a sua eficacia terapéutica. Essa diminuicdo da eficacia
também foi evidenciada pelo aumento dos niveis de GAGs urinérios. Apés o
tratamento foi detectado reducéo do acumulo de GAGs nos tecidos. Os resultados
desse estudo evidenciam que o tratamento da MPS | com esse sistema pode ser

uma abordagem valida.

Em nosso grupo de pesquisa, Mayer e colaboradores (2010) modificaram
células BHK para super-expressar IDUA e avaliaram o efeito da criopreservacao
na viabilidade celular e na atividade enzimatica apés a imobilizacdo das mesmas
em microcapsulas de alginato (1% e 1,5%). Evidenciou-se que apo6s 90 dias do
congelamento das microcapsulas a viabilidade das células néo foi prejudicada as
microcapsulas com 1,5% de alginato apresentaram um aumento da atividade de
IDUA.

Em outros estudos do grupo as microcapsulas de alginato contendo as
células rBHK foram implantadas no peritdnio. BALDO e colaboradores (2012b)

observaram um aumento na atividade de IDUA no soro e nos tecidos nos tempos
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iniciais do tratamento com reducdo da mesma apds algumas semanas do
implante. Além disso, nas andlises das capsulas retiradas apés o tratamennto
revelou processo imflamatério e os animais tratados desenvolveram anticorpos
contra a enzima. Com o objetivo de diminuir esse processo inflamatorio e assim
melhorar a liberacdo da enzima, LAGRANHA e colaboradores (2013) trataram
animais com prednisolona via oral durante 5 dias ap0s o implante das
microcapsulas. Apesar da diminuicdo do infiltrado implamatério e da melhora da
liberacdo da enzima IDUA in vitro e in vivo ap0s 7 dias, o tratamento com o
antiinflaméatorio ndo manteve esse efeito durante um peridodo mais longo. No
altimo estudo do grupo (LAGRANHA et al.,, 2017) , microcapsulas APA foram
implantas no subcutaneo. Apds 4 meses de tratamento foi detectado atividade de

IDUA e uma reducédo dos GAGs nos tecidos.

Os resultados apresentados nesses estudos evidenciam que essa
estratégia parece ser uma abordagem promissora para o tratamento dessa
doenca. Os resultados obtidos até o momento demonstram que a
microencapsulacao celular parece ser uma alternativa a TRE, j& que hé liberacao
da enzima, e também por ser considerada mais segura que a terapia génica
convencional devido ao fato de que células ficam isoladas, sem contato direto com

0 hospedeiro.

Conforme observado na tabela 1, esses estudos limitam-se apenas na
utilizacdo da técnica de fluxo de ar para microencapsular as células. Sendo,
portanto, necessarios estudos com diferentes técnicas e composicdo das
microcapsulas, uma vez que estas influenciam diretamente nas propriedades
fisico-quimicas desse sistema. Esses parametros podem influenciar diretamente
na estabilidade das microcapsulas, na facilidade de implantacdo, bem como na
reacdo inflamatoria que ocorre no entorno do implante. A técnica de extrusdo
eletrostatica é vantajosa, pois pode ser controlavel, reprodutivel, facil de usar em
condicOes estéreis e a sua produtividade ser suficientemente elevada para
produzir microcidpsulas na escala necessaria para as necessidades clinicas

(Manojlovic et al, 2006; Manojlovic et al, 2004). No entanto, essa técnica é
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complexa e envolve muitos parametros operacionais, 0s quais devem ser
investigados a fim de desenvolver microcapsulas com propriedades adequadas
para aplicacao clinica.

Tabela 1. Estratégias para o tratamento da MPS | utilizando a microencapsulacao
celular.

Célula Composicdo Concentracdo Técnica Referéncia
MDCK APA 2% Fluxo de ar (BARSOUM et al.,
2003).
BHK Alginato 1%el,5% Fluxo de ar (MAYER et al.,
2010).
C2C12 APA 1,5% Fluxo de ar (PILLER PUICHER
et al., 2012).
BHK Alginato 1,5% Fluxo de ar (BALDO et al.,
2012b).
BHK Alginato 1,5% Fluxo de ar (LAGRANHA et al.,
2013).
BHK APA 1,5% Fluxo de ar (LAGRANHA et al.,
2017)
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RESUMO

A Mucopolissacaridose tipo | (MPS 1) é causada pela deficiéncia de a-L-
iduronidase (IDUA), resultando no acumulo de glicosaminoglicanos (GAGs). A
microencapsulacdo de células recombinantes € uma abordagem terapéutica
promissora que pode superar as limitagdes dos tratamentos atuais disponiveis.
Nesse trabalho objetivamos otimizar a obtencdo de microcdpsulas de alginato
usando a técnica de extrusdo eletrostatica e, além disso, avaliar o efeito do
revestimento com poli-L-lisina nesse sistema (APA). As microcapsulas envolvendo
células geneticamente modificadas para super-expressar IDUA otimizadas e
revestidas demonstraram ser estaveis, permeaveis e com tamanho adequado para
o implante. As microcapsulas implantadas no subcutaneo de animais MPS | néo
apresentam alteracdo da morfologica e evidenciou uma liberacdo de IDUA
aumentada na pele apdés 30 dias de tratamento. Nas analises histologicas foi
verificado infiltrado inflamatorio envolvendo as microcapsulas o que nédo parece ter
prejudicado a sobrevivéncia das células. O conjunto dos resultados obtidos
demonstram que as microcapsulas APA tem potencialidade para o tratamento

local da MPS I.



INTRODUCAO

A Mucopolissacaridose tipo | (MPS 1) € uma doenga autossémica recessiva
caracterizada pela deficiéncia da enzima a-L-iduronidase (IDUA), que resulta no
acumulo dos glicosaminoglicanos dermatan e heparan sulfato nos lisossomos. As
manifestacdes clinicas da MPS | sdo heterogéneas causando diferentes graus de
comprometimento cardiorrespiratorio, musculo-esquelético e do sistema nervoso
central (MARTINS et al., 2009; MUNOZ-ROJAS et al., 2011).

Os tratamentos disponiveis para a MPS | baseiam-se no transplante de
células tronco hematopoéticas (TCTH) e na terapia de reposicdo enziméatica
(TRE). Apesar da ampla aplicacdo e beneficios clinicos, seus efeitos ainda sao
limitados (GIUGLIANI et al., 2016; NOH; LEE, 2014). O TCTH somente ¢é eficaz
se for realizado no inicio da vida e esté associado a alta morbidade e mortalidade
(D’ACO et al., 2012; RU et al., 2011 VALAYANNOPOULOS; WIJBURG, 2011). O
tratamento com a TRE é o mais utilizado, porém também é limitado devido a
enzima ndo atravessar a barreira hematoencefalica e, além disso, € necessario a
infusdo semanal da enzima ocasionando um elevado custo de tratamento (WOLF
et al., 2015; VALAYANNOPOULOS; WIJBURG, 2011).

A tecnologia de microencapsulacéo celular € um sistema de terapia celular e
consiste na imobilizacdo de células no interior de uma membrana semipermeavel
a qual deve permitir a troca de nutrientes, metabdlitos e a liberacdo de produtos
biologicamente ativos de forma prolongada, controlada e/ou localizada (SANTOS
et al., 2013; MURUA et al., 2008). Dessa forma, esse sistema € interessante para
a aplicacdo no tratamento da MPS |, uma vez que as células recombinantes
microencapsuladas podem secretar a enzima IDUA e a mesma ser absorvida
pelas células deficientes (MATTE et al., 2011). Estudos prévios em nosso grupo
de pesquisa com a microencapsulacdo de células BHK (baby hamster kidney)
geneticamente modificadas para super-expressar IDUA (MAYER et al., 2010)
demostraram resultados promissores apés implante intraperitoneal e subcutéaneo
(BALDO et al., 2012b; LAGRANHA et al., 2013; LAGRANHA et al., 2017).
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Até o momento, todos os estudos para a encapsulacdo de células que
supreexpressam IDUA foram realizados com extrusor de fluxo de ar. A técnica de
extrusdo eletrostatica tem sido mais recentemente considerada superior em
termos de reprodutibilidade, escalonamento e possibilidade de producdo em
condicdes estéreis (MANOJLOVIC et al.,, 2006). Esse método baseia-se na
utilizacdo de forcas eletrostaticas sendo que o potencial elétrico aplicado entre o
dispositivo de formacéo de goticulas e a solucéo reticulante, induz uma carga na
superficie da solucdo do polimero que resulta numa diminuicdo da tenséo
superficial do polimero e a gota é formada para expelir o excesso de carga
superficial (GASPERINI; MANO; REIS, 2014).

Nesse sentido, nesse estudo, objetivamos otimizar a encapsulagdo de
células rBHK superexpressando IDUA em microcapsulas de alginato (MC-A)
através de um desenho experimental do tipo Box-Behnken, visando determinar
condicOes ideais da formulacdo e de parametros relevantes do equipamento de
extrusdo eletrostatica. Em uma segunda fase, o estudo tem por objetivo avaliar o
efeito do revestimento das microcapsulas com poli-L-lisina (MC-APA) sobre
propriedades como diametro, dispersdo, resisténcia mecéanica, bem como

atividade enzimética apos implante subcutaneo em modelo murino MPS 1.
MATERIAIS E METODOS
Cultura celular

Células de Baby Hamster Kidney (BHK), transfectadas com o plasmideo pR-
IDUA para gerar células BHK recombinantes (rBHK) que superexpressam a IDUA
(MAYER et al., 2010), foram cultivadas em meio Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM) (LGC Biotecnologia, Sdo Paulo, Brasil) suplementado com 10%
de soro fetal de bovino (Gibco, Grand Island, NY, EUA) e 1% de antibiotico-
penicilina/Streptomycin (Gibco, Grand Island, Nova lorque, EUA). As células foram
mantidas e condi¢cdes padrao de cultivo celular a 37° C, 5% de CO; e 95% de ar.
Para encapsulacdo as células foram tripsinizadas por cerca de 3 minutos em

tripsina-EDTA 0.25% e contadas em camara de Neubauer.
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Producéo das microcéapsulas

As células rBHK foram imobilizadas em microcapsulas usando uma unidade
de encapsulacédo eletrostéatica tipo V1 (Nisco, Zurique, Suic¢a) ligado a uma bomba
de infuséo de seringa. As células foram ressuspensas em uma solucao de alginato
de sédio ultra puro (UP LVG) (Nova Matriz FMC, Noruega) contendo 8,3 x 10°
células/mL. A suspensao foi submetida a extrusdo (agulha de 0,35 mm) com uma
taxa de infusdo constante. As gotas entraram em contato com a solucao
reticulante de CaCl, 80 mM e formaram o hidrogel de alginato contendo as células
incorporadas. As microcapsulas de alginato (MC-A) foram mantidas em agitacéo

para completar a geleificacao ibnica.

Apoés a otimizacdo da obtencdo das microcapsulas de alginato as mesmas
foram revestidas com hidrobromidrato de poli-L- lisina a 0,05% (MC-APA) (PLL;
Sigma-Aldrich, EUA) durante 10 minutos, seguido por um ultimo revestimento com
solucéo de alginato de sédio a 0,1% durante 5 minutos. As condi¢des de fluxo de
infusdo da suspensao alginato/células, da voltagem usada no gerador eletrostatico
bem como a concentracdo do alginato foram determinados pelo delineamento
experimental. O processo de encapsulacdo celular foi realizado sob condi¢des

estéreis e todas as solucdes foram esterilizadas por filtracao.
Delineamento experimental utilizando Box-Behnken

Para fins do estudo de otimizacdo foi selecionado um projeto estatistico
Box-Behnken com 3 fatores, 3 niveis e 15 execucbes (BOX ;BEHNKEN, 1960). O
desenho experimental consiste num conjunto de pontos situados no ponto médio
de cada extremidade e no ponto central replicado do cubo multidimensional. As
variaveis independentes e dependentes estédo listadas na tabela 1. Através da
utilizacdo do software estatistico Minitab 17 (State College, PA, EUA) foi possivel
avaliar os principais efeitos, interacdo de efeitos e efeitos quadraticos da
concentragdo de alginato, da voltagem e do fluxo no tamanho e na atividade
enzimatica. O objetivo dessa otimizagdo € minimizar o tamanho das microcapsulas

e maximizar a atividade da enzima IDUA. Todos os experimentos foram realizados
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de um modo aleatério, para minimizar qualquer possivel fonte de erros
experimentais e, desse modo, a variabilidade da resposta. Para fins de analizar a
precisdo do modelo usado foi comparado os resultados previstos pelo software

com os obtidos experimentalmente nas condi¢cdes otimizadas.

Tabela 1. Varidveis independentes e variaveis dependentes estabelecidas para o
3
planejamento experimental Box- Behnken 3 .

Niveis

Variaveis independentes Baixo Médio Alto

(-1) (0) (+1)

Voltagem (kV) 6 8 10

Fluxo alginato/células (mL/h) 15 20 25

Concentracéo de alginato (%) 1,3 1,5 1,7
Variaveis dependentes Limites
Tamanho (um) Minimo
Atividade de IDUA 24h (%) Maximo

Caracterizacao das microcapsulas

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi realizada para caracterizar
a morfologia da superficie das microcapsulas. As amostras foram fixadas com
glutaraldeido 25%, desidratadas e dessecadas com etanol sob vacuo, ap6s foram
colocadas em bases de aluminio e metalizadas com ouro. Em seguida, foram

observadas em microscopio eletrénico de varredura JOEL JSM 6060.

O diametro médio e a distribuicdo do tamanho das microcapsulas foram
determinados utilizando um analisador de tamanho de particula de difracdo de
laser (Mastersizer 2000, Malvern Instruments, UK). As amostras foram diluidas de
forma a assegurar que a intensidade de dispersdo da luz estava dentro do

intervalo de sensibilidade do instrumento.

A resisténcia mecanica das microcapsulas foi determinada em um

analisador de textura (TA-XT21, Microsystems, UK) equipado com um transdutor
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de forca. O equipamento consiste de uma probe moével de 10 mm a qual se move
verticalmente a uma velocidade constante. A estabilidade mecanica foi medida

avaliando a forca (g) necessaria para a compressao das microcapsulas.

A analise das interacbes moleculares e da composi¢cdo da superficie das
microcépsulas foi realizada em Infravermelho por Transformada de Fourier com
Refletancia Total Atenuada (FTIR-ATR). Os espectros foram obtidos no
comprimento de onda de 650-4000 cm™ em um Perking Elmer BX (Waltham, USA)
acoplado a uma unidade de ATR (cristal de germanio de passo Unico). A
resolucdo escolhida foi de 4 cm™ e 32 acumulacdes de sinal por amostra foram
utilizadas. As amostras das microcapsulas foram secas em estufa e as leituras

foram realizadas em triplicata.

Estudos in vitro

Atividade de IDUA

A atividade de IDUA foi medida no meio de cultura antes e apos a
encapsulacdo das células e nos tecidos dos animais. A atividade de IDUA foi
avaliada utilizando um ensaio fluorimétrico (HOPWOOD et al.,, 1979). Os
resultados foram expressos em nmol/h/ml no DMEM, no sobrenadante dos tecidos
nmol /h /mg de proteina. O teor de proteina dos tecidos foi medido usando o
método de Lowry (LOWRY et al., 1951).

Viabilidade celular

A viabilidade das células BHK foi determinada nos dias 1, 7, 14, 21 e 28
apos a microencapsulagéo pelo ensaio de tetrazodlio (MTT) (Sigma, St. Louis, MO).
Em uma placa foi colocado 300 pL das microcapsulas em cada po¢o com 1 mL de
meio sem soro e 200 pL de solucdo de 5 mg/ml de MTT em PBS. As
microcapsulas foram incubadas a 37 ° C por 4 h. Apds, a solucdo de MTT foi
removida, e foi adicionado 1 mL de dimetilsulfoxido. Apdés 10 min a solucéo
purpura resultante foi retirada e lida num leitor de microplacas (Spectramax) no
comprimendo de onda de 570 nm.
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Estudos in vivo
Animais

Camundongos C57BL/6 (ldua-KO), gentilmente doados pela Dra. Elizabeth
Neufeld, UCLA, EUA) foram usados para o implante das microcapsulas. Os
camundongos MPS | foram genotipados por reacdo de PCR como previamente
descrito (BALDO et al., 2012a) e mantidos na Unidade de Experimentagdo Animal
do Centro de Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, em ciclo de
claro/escuro de 12 horas e com agua e comida ad libtum.

Os procedimentos com os animais foram realizados de acordo com as
recomendacdes do Guia para Cuidados e Uso de Animais de Laboratorio do
Instituto Nacional de Saude, monitorados por um médico veterinario e desenhado
para minimizar o sofrimento animal. Os experimentos foram aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre nimero 15-
0365.

Implante das microcapsulas

As microcapsulas MC-APA foram implantadas em camundongos MPS | de 1
més (n=5). Para grupos controles foram utilizados animais MPS | ndo tratados e
animais normais de 2 meses (idade dos animais ho momento da eutanasia) (n=5).
Os animais foram anestesiados com isoflurano e um volume de 300 pl de
microcépsulas foi implantado com um cateter 18 G no tecido subcutaneo em dois
sitios distintos no dorso do animal. Apos 30 dias de tratamento, os animais foram
eutanasiados por sobredose de anestésico isoflurano e os 6rgéos foram retirados
para analises da atividade de IDUA e histologica. As microcapsulas implantadas
no dorso superior e do dorso inferior foram retiradas para andlise histolégica e

colocadas em cultura por 24h para avaliacédo da liberagdo de IDUA pos-implante.
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Anélise histologica

As microcipsulas foram fixadas com formalina tamponada 10%,
emblocadas em parafina e submetidas a cortes semi-finos pra a montagem das
laminas histoldgicas. Foram feitas coloracdes de hematoxilina-eosina (H&E) para

investigacao de resposta inflamatéria.
Estatistica

Os resultados foram expressos como meédia + desvio padrdo de trés
experimentos. A analise estatistica dos dados paramétricos foi realizada por teste t
de Student e ANOVA (Tukey post- hoc). Para os dados de IDUA e MTT ao longo
do tempo, foi realizado ANOVA (one-Way). Para tanto foi utilizado o software
SPSS Statistics 18. As diferencas foram consideradas estatisticamente

significativas quando p <0,05.
RESULTADOS E DISCUSSAO
Delineamento experimental utilizando Box-Behnken

A avaliacdo simultdnea do efeito da voltagem (kV), fluxo alginato/células
(mL/h) e da concentracdo de alginato (%) sobre o tamanho das microcapsulas e a
atividade de IDUA foi realizado através de desenho experimental Box-Behnken de
3 fatores e 3 niveis para explorar superficies de resposta e construir os modelos
polinomiais. Os resultados obtidos a partir da matriz proposta (tabela 2) foram
avaliados e utilizados para a analise de regressdo e para gerar as equacdes
polinomiais que descrevem a relacdo entre as respostas e os fatores
considerados. Através da construgéo dos graficos de contorno (figura 1) é possivel
visualizar a influéncia dos fatores nas respostas, esses graficos sdo plotados
como uma fungdo de duas variaveis, mantendo a terceira variavel constante. Na
tabela 3 esta demonstrado um resumo dos dados da analise da regresséao, o valor

de p foi utilizado como uma ferramenta para verificar a significancia de cada fator
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e também como indicador da for¢a do efeito de cada variavél independente nas

respostas.

Tabela 2. Resultados das respostas observados nas condi¢cdes determinadas no
desenho Box-Behnken.

Corrida Concentragéo Fluxo  Voltagem Tamanho Atividade de

de alginato (%) (mL/h) (kV) (um) IDUA 24 h (%)

1 1,3 20 6 472,928 77,32
2 15 15 10 387,815 60,82
3 1,5 20 8 492,202 37,11
4 15 20 8 461,359 45,36
5 1,3 25 8 478,797 94,39
6 1,7 15 8 434,647 5,7

7 15 15 6 471,136 64,94
8 1,7 20 10 444,367 5,11
9 1,7 25 8 543,905 5,49
10 1,5 20 8 439,997 42,26
11 1,3 20 10 388,853 77,32
12 1,5 25 6 483,955 44,33
13 1,3 15 8 432,907 79,38
14 1,7 20 6 453,965 5,48

15 15 25 10 380,221 48,45
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Figura 1. Gréficos de contorno das areas do tamanho das microcapsulas em pm
(A) e da atividade de IDUA em % em relacdo as células ndo encapsuladas (B)
obtidos pelo planejamento Box-Behnken para analise do efeito da concentracao,
fluxo e da voltagem.

Tabela 3. Resumo da analise de variancia da equacao de regressao.

Tamanho Atividade de IDUA
Fatores Valor de p Fatores Valor de p
X1 0,516 X1 < 0,001
X2 0,212 X2 0,599
X3 0,015 X3 0,989
X1 0,867 X1 0,454
X5? 0,658 X5? 0,106
X3 0,118 X4 0,484
X1 Xo 0,805 X1 X2 0,356
X1 X3 0,234 X1 X3 0,985
X2 X3 0,726 X2 X3 0,674
R?=281,04 % R?= 96,74%

X1 = concentracao de alginato (%), X2 = fluxo (mL/h), X3= voltagem (kV)
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Influéncia das variavéis independentes no tamanho das microcapsulas (Y;)

O tamanho das microcapsulas foi obtido no intervalo de 380,2 a 543,905 um
para as combinacfes dos niveis das diferentes variaveis definidas na matriz
(tabela 2). Na equacédo polinomial obtida para o tamanho observam-se os efeitos

em termos das variaveis independentes.

Y, =685 - 599x; + 12,3X, + 30,9%3 + 63%;2 - 0,269x,2 - 6,75xX3°

+ 3,6X1X2 + 46,5X1X3 - 0,51XoX3

A andlise de regressao demonstrou que o tamanho das microcapsulas é
fortemente influenciado pela voltagem em termos lineares (tabela 3). Quando é
utilizada uma voltagem maior ocorre a diminuicdo no tamanho das microcapsulas
como pode ser visualizado nos graficos de contorno (figura 1 A). Observa-se
também nesses graficos que o fluxo parece ter uma tendéncia a influenciar no
tamanho, porém o mesmo néo foi significativo quando analisamos o valor de p,
sugerindo que a faixa de estudo dos niveis do fluxo pode estar limitando o
aparecimento do efeito do mesmo sobre a resposta. O valor do coeficiente de
determinacdo (R* = 0,8104) demonstra que 81% da variacdo do tamanho é
explicado pelas variavéis estudadas e sugere que existe outros fatores néao
explorados nesse estudo que afetam o tamanho. Portanto fica evidente que a
técnica de extrusdo eletrostatica, a qual € baseada na aplicacdo de uma voltagem
para gerar uma diferenca de potencial e formar a gota, influencia no tamanho da

microcapsula.
Influéncia das variavéis independentes na atividade de IDUA (Y>)

A atividade de IDUA obtida apos 24 h de encapsulacéo das células varia de
511 a 94,3 % quando comparado a mesma quantidade de células né&o
encapsuladas. Analisando a equacao polinomial da atividade observam-se os

efeitos das variavéis independentes.

Y, =219 + 194x; - 10,1X, - 18,3X3 - 97%;2 + 0,378X,° + 0,91x3°
- 4,69X1X2 - 0,2X1X3 + 0,206X5X3

73



Conforme a andlise de regressdo, a atividade de IDUA é influenciada
significativamente pela concentracdo de alginato (tabela 3). Analisando os gréaficos
de contornos para atividade, observa-se que quando é utilizada uma menor
concentracdo de alginato ocorre um aumento na atividade de IDUA apos 24 h de
encapsulacdo (figura 1B). O valor do coeficiente de determinacédo (R? = 0,9674)
sugere que 96 % da variacdo da atividade é explicada pelas variavéis. Quando a
concentracdo do polimero € baixa, obtém-se uma microcapsula mais porosas
aumentando a permeabilidade e assim permitindo maior difusdo de nutrientes e
produtos, consequentemente, ha uma contribuicdo para o aumento da atividade
metabolica das células conforme foi demonstrado nesse estudo com as
microcapsulas obtidas com a menor concentracdo de alginato (LEAL-EGANA et
al., 2011, MOHANTY et al., 2016).

Através da andlise dos graficos de contorno e da resolucdo das equacdes,
usando o software, foram previstos valores 6timos das variaveis independentes
(tabela 4) para obter microcdpsulas com menor tamanho e com uma maior
atividade de IDUA. De acordo com estas condi¢cbes, o tamanho e a atividade
foram previsto (tabela 3) obtendo um desirability de 0,975 o qual indica que essas
condicBes parecem alcancar resultados favoraveis para as respostas como um
todo. Cinco experimentos foram realizados utilizando-se as condi¢Bes 6timas para
a validacdo do modelo e os resultados mostraram valores de 341,67 + 30,15 e
92,02 + 6,95 para o tamanho (um) e para a atividade de IDUA (%)
respectivamente. Os achados experimentais estdo em boa concordancia com 0s
valores previstos, indicando suficiente precisdo para a predicdo das condi¢cdes
Otimas sugerindo a confiabilidade do DBB utilizado para a otimizagao.
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Tabela 4. Resultado das condicGes da otimizacdo com as respostas previstas.

Fatores Predito Respostas Predito
Fluxo (mL/h) 25 Atividade (%) 94,48
Voltagem (kV) 10 Tamanho (um) 378,02
Concentracao de 1,3 Desirability = 0,9750

alginato (%)

Caracterizacao das microcapsulas

As microcapsulas de alginato otimizadas foram revestidas com a poli-L-
lisina e por ultimo recobertas com alginato, obtendo assim as MC-APA. Analisando
as microcdpsulas sem e com revestimento observou-se que ndo ha diferenca
estatistica no didametro médio e na distribuicdo do tamanho das microcapsulas
(tabela 5). Esses resultados podem ser correlacionados com a analise da

microscopia eletrénica de varredura (MEV) (figura 2).

Tabela 5. Avaliacdo do diametro, da distribuicdo do tamanho e da resisténcia
das microcépsulas.

MC-A MC-APA
Diametro médio (um) 341,67 £ 30,15 315,27 +£ 10,55
Span 1,18 + 0,20 1,22 +0,14
Forca (g) 6,63 0,77 38,83 + 4,62*

Resultados da média + desvio padréo. Teste t de Student, * p < 0,05, n=5.
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Figura 2. Fotomicrografias das MC-A (A) e MC-APA (B) obtidas na MEV.

Nas fotomicrografias visualiza-se que as MC-A sdo pequenas, esféricas,
lisas e com uma distribuicdo uniforme (figura 2 A). As MC-APA (figura 2 B),
sofreram alteracdo na sua forma apresentando-se rugosas. Essa alteracdo da
forma pode ser resultado do préprio revestimento ou do método de secagem
usado no preparo das amostras para a MEV. Com o0 revestimento as
microcapsulas ficam com uma camada superficial 0 que pode resultar no colapso
das microcapsulas no processo de secagem (CONFORTO et al., 2015;
DELADINO et al., 2008; SHU; ZHU, 2002).

O tamanho e a morfologia s&o importantes caracteristicas das
microcapsulas, pois influenciam na viabilidade celular e na biocompatibilidade
(KONTTURI et al.,, 2011). Microcapsulas menores sdo consideradas as mais
adequadas do que as maiores, pois permitem uma captacdo e difusdo de

nutrientes e oxigénio eficiente para as células, prolongando assim a viabilidade.

76



Além disso, microcapsulas pequenas, com geometria bem definida e com
superficie lisa podem diminuir a adsor¢cdo de proteinas e a formacéo de fibrose
(SAKAI; KAWAKAMI, 2010; VEISEH et al., 2015).

A estabilidade mecanica das microcapsulas € uma caracteristica
fundamental para proteger e manter as células viaveis apés o implante. O
revestimento € um dos muitos fatores que influencia positivamente a estabilidade
e nesse estudo a mesma foi avaliada antes e apds o revestimento com a PLL. Na
tabela 4 estd demonstrada a forca necessaria para a compressiao das
microcapsulas e observa-se que ap0s o revestimento com PLL ocorre um
aumento desta forca a compressdo das mesmas. O revestimento, portanto,
aumenta a resisténcia e pode proporcionar uma maior estabilidade (BHUJBAL et
al., 2014).

A fim de obter informacdes sobre a organizacdo desse sistema, as
microcapsulas e os componentes principais das mesmas foram examinadas
usando FTIR-ATR. Na figura 3 estdo demonstrados o0s espectros obtidos,
analisando o espectro das MC-A (b) observam-se bandas caracteristicas do
alginato de sédio (c), dois picos em torno de 1410 e 1600 cm™ que representam a
simetria e as vibracfes de estiramento assimétricas do COQ’, respectivamente, e
trés picos na regido de 1200-950 cm™ que correspondem a varias vibragdes do
anel de hidrato de carbono (VAN HOOGMOED; BUSSCHER; DE VOS, 2003).

No espectro da PLL (d) observam-se bandas que resultam do alongamento
de vibragOes de flexado das ligacbes N-H e das vibracdes das ligacbes C=0 e C-N
representadas pelo pico da amida A préximo de 3265 cm *
cm ! e pico da amida Il 1550 cm * (ROZENBERG; SHOHAM, 2007). Quando

comparamos o espectro da MC-APA (a) com o da PLL e do alginato, observam-se

, pico da amida | 1650

dois picos atenuados, sendo o pico na regido de 1500 cm * com caracteristicas
semelhante a amida Il da PLL e também visualiza-se os picos de hidrato de
carbono na regigo de 1200-950 cm™ caracteristicos do alginato (TAM et al., 2005;
VAN HOOGMOED; BUSSCHER; DE VOS, 2003).
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Figura 3. Espectros de FTRI-ATR da superficie das MC-APA (a), MC-A (b) e de
seus componentes principais, alginato de sddio (c) e poli-L-lisina (d).

Uma das caracteristicas desse estudo é que com a utilizacdo do ATR a
maxima profundidade da penetracdo da radiacdo de infravermelho nas
microcapsulas foi em torno de 3-4 pm a 1000 cm™ isso é muitas vezes menor do
que o real diametro das capsulas obtidas (342 um), ou seja, sédo informacfes da
superficie das microcapsulas (LEVIN; BHARGAVA, 2005). Essa técnica fornece
informacdes da composicéo quimica e das interacbes moleculares da membrana e
assim serve para testar e controlar o revestimento externo. Baseados nos dados
obtidos das MC- APA observa-se a co-presenca do alginato e da PLL, o que
sugere que adicdo do ultimo revestimento com o alginato forma uma membrana
muito fina que pode ser pouco eficiente para cobrir a PLL ou decorre das
imperfeicbes no recobrimento o que pode deixar a PLL exposta na superficie e
permite a sua leitura pelo feixe de infravermelho. As informacfes sobre as
interacbes moleculares e a exposicdo de grupos funcionais na superficie séo
importantes para elucidar a correlacdo das propriedades fisico-quimicas com a

biocompatibilidade in vivo das microcapsulas (TAM et al., 2011). Porém a fim de
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complementar essas informacdes e obter dados mais especificos € necessério
associar outras técnicas de caracterizacdo como, por exemplo, espectometria de

massas e espectroscopia fotoeletrénica de raio-X (TAM et al., 2005).
Estudos in vitro e in vivo

As microcapsulas contendo as células recombinantes foram avaliadas in
vitro durante 28 dias. Para esse fim as mesmas foram mantidas em cultura, e
semanalmente, foi realizado o ensaio de MTT para observar a viabilidade celular e
0 ensaio enzimatico para avaliar a liberacdo da enzima IDUA (ambos em
triplicata). Conforme mostra a figura 4, a atividade de IDUA das MC-A aumenta de
forma acentuada apds 14 dias da microencapsulacdo. Esse aumento parece estar
relacionado a um extravasamento de células para o meio extra-capsular, uma vez
gue microcapsulas com concentracdo de alginato de 1,3%, sdo mais maleaveis e
mais permeaveis, tornando o seu interior um ambiente propicio para a divisdo
celular, o que leva, consequentemente, a um inchaco na capsula. Esse inchaco,
provoca uma pressdo na sua membrana que pode levar ao rompimento da
mesma, inviabilizando os estudos in vivo. Dessa forma as analises subsequentes

foram feitas apenas com as MC- APA.

Ja a atividade de IDUA das MC-APA (figura 4) comeca a diminuir apos 21
dias da microencapsulacdo das células, enquanto a viabilidade das mesmas
comeca a cair ap0s 14 dias da microencapsulacao (figura 5). A viabilidade celular
e a expressdo de IDUA ndo estdo relacionadas diretamente devido ao fato do
plasmideo utilizado na producdo das células rBHK (pRIDUA) ter origem de
replicacdo em eucariotos. Isso significa que o niumero de cépias do plasmideo
pode variar de célula pra célula, e consequentemente a sua expressao também.
Dessa forma, o fato da viabilidade diminuir apés 14 dias e a atividade de IDUA
apenas apos 21 dias podem estar relacionado a um maior nimero de copias de
plasmideo nas células viaveis garantindo uma elevada atividade de IDUA, mesmo
apos morte de algumas destas. De qualquer forma, apés 28 dias da encapsulacéo
observa-se que cerca de 50% das células ainda estdo viaveis, as quais

representam a manutencao da atividade enzimatica em torno de 50%.
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Com a obtencdo de microcdpsulas com tamanho reduzido, espera-se que
ndo ocorra limitagdo de transporte de nutrientes e oxigénio para as ceélulas
imobilizadas. Entretanto, com o revestimento, o qual € necessario para aumentar a
estabilidade, ocorre também uma modulacdo da permeabilidade evidenciada pela
reducdo da atividade de IDUA nas MC-APA. As microcépsulas revestidas séo
mais rigidas e menos porosas, 0 que pode estar prejudicando a viabilidade celular
(THAKUR et al., 2010).
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Figura 4. Atividade da enzima IDUA durante 28 dias de microencapsulacéo. One-
Way ANOVA, * diferenca entre 1, 7 e 14 dias, p <0,05, n=3.
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Figura 5. Viabilidade das células rBHK encapsuladas durante 28 dias. One-Way
ANOVA, * diferenca entre 0,1 e 7 dias, p <0,01,n=3.
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As microcapsulas APA foram implantadas em dois locais no tecido
subcutaneo do dorso de camundongos MPS |. Apés 30 dias, os animais foram
sacrificados e o figado, rim, coracéo, a pele do local do implante foram retirados.
O ensaio de atividade de IDUA foi realizado e comparado com os resultados dos
animais controles. De acordo com a figura 6, foi detectado um aumento da
atividade de IDUA de forma significativa (cerca de 70 vezes) na pele do local do
implante das microcapsulas. Nao foi observada diferenca estatistica na atividade

de IDUA no figado, rim e cora¢édo dos animais tratados.

% da atividade normal

Figado Rim Coragdao Pele

Figura 6. Atividade de IDUA nos tecidos apds 30 dias de tratamento. Teste t de
Student, * diferenca entre MPS | e tratado, p < 0,05, n=5.

As MC-APA implantadas foram recuperadas do tecido subcutaneo apos 30
dias de tratamento. As microcapsulas ficaram agregadas e em volta delas formou-
se uma membrana (figura 7 A). As microcapsulas retiradas de um sitio de implante
(dorso superior) foram mantidas em meio de cultura por 24 h para anélise da
atividade de IDUA e as microcapsulas do outro sitio (dorso inferior) foram
utilizadas para a histologia. Apos 24 h, a atividade de IDUA das MC-APA
recuperadas foi de 44,75 + 15,29 nmol/h/mL, o que representa aproximadamente
65% da atividade enzimatica quando comparada com as microcapsulas pré-
implante. Na figura 7 B visualiza-se a microscopia das microcapsulas retiradas, as

mesmas permaneceram intactas e com leves deformacdes na estrutura.
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Nas andlises histoldgicas das microcipsulas recuperadas foi evidenciada
uma resposta inflamatodria pela presenca de infiltrado inflamatorio ao redor das
capsulas formado principalmente por macréfagos e células gigantes
multinucleares. Também foi possivel visualizar alguns capilares com células
sanguineas nas proximidades desse sistema (figura 8 A-B). Esse tipo de resposta
imune € comum para esse tipo de sistema. A mesma é geralmente desencadeada
pelo procedimento cirirgico e pelo biomaterial utilizado (ANDERSON;
RODRIGUEZ; CHANG, 2008). Estudos com biomateriais altamente purificados
demostraram que a resposta a esse sistema reduz consideralvemente quando
comparadas com os materiais nao purificados (MENARD et al., 2009; TAM et al.,
2006; JUAREZ, et al., 2014).

Figura 7. Membrana formada em volta das microcapsulas ap6s 30 dias de
implante (A). Aparéncia das MC-APA recuperadas pos-implante (B).
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Figura 8. Analise histologica das MC-APA ap6s 30 dias do implante. (A) Aspecto
microscopico das microcapsulas (ampliacdo 100). (B) Infiltrado inflamétorio e
vasos sanguineos (setas) (ampliacao 200).

Os resultados do tratamento de 30 dias mostraram que a liberacdo da
enzima foi localizada o que pode ser devido a pequena neovascularizacdo do
tecido subcutaneo, apesar de ser um sitio de facil acesso e minimamente invasivo
0 mesmo apresenta pouca vascularizacdo precoce (VERITER; GIANELLO;
DUFRANE, 2013). Apesar da presenca de alguns capilares sanguineos nas
proximidades das capsulas os mesmos parecem ser insuficientes para uma
captacao eficiente da enzima, talvez por terem se formado tardiamente ou talvez
por serem poucos numerosos. A formacdo da membrana em volta das
microcapsula parece nado estar impedindo a liberacdo da enzima, ja que a mesma
foi detectada na pele. Em um estudo recente do grupo, foi verificado atividade de
IDUA em 6rgéos apos 120 dias de implante subcutaneo (LAGRANHA et al., 2017),
0 que nos sugere que é necessario um tratamento por um periodo mais longo para

uma maior producdo de novos vasos e assim a distribuicdo da enzima.
CONCLUSAO

As microcapsulas otimizadas (contendo as células rBHK) através da técnica
de extrusdo eletrostatica mostraram-se monodispersas, com tamanho e
resisténcia mecanica adequados para implante subcutaneo. O revestimento com

PLL (MC-APA) proporcionou uma maior estabilidade mecénica ao sistema e com
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uma permeabilidade suficiente para aumentar a atividade de IDUA na pele de
maneira significativa. Apesar dos resultados indicarem a presenca de uma
resposta imune envolvendo esse sistema, esta ndo impediu a liberacéo localizada
da enzima. Estudos de longo prazo representam a perspetiva imediata deste
trabalho, uma vez que a presenca insuficiente de capilares sanguineos nas
proximidades das microcapsulas implantadas pode ter sido o fator determinante

para a enzima nao ser distribuida para os outros tecidos/0rgaos.
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DISCUSSAO GERAL







Considerando as deficiéncias dos tratamentos convencionais usados na
MPS [, a microencapsulacdo celular tem sido considerada uma alternativa
promissora. Atraves do uso das microcapsulas é possivel a imobilizacdo de
células que superexpressam IDUA, o que permite a liberacdo da enzima e a
captacdo pelas células deficientes apos o implante (MATTE et al., 2011). Contudo,
essa abordagem depende de diversos fatores que podem impactar no sucesso

dessa terapia.

Estudos anteriores do grupo com a microencapsulacdo de células que
superexpressam IDUA apresentaram resultados interresantes (BALDO et al.,
2012a, BALDO et al., 2012b; LAGRANHA et al., 2013). No entanto, esses estudos
se limitam, majoritariamente aos aspectos bioldgicos, o que ressalta a importancia
de mais estudos tecnolégicos. Considerando que até o momento a Unica técnica
empregada para a microencapsulacdo de células visando o tratamento de MPS | é
a de fluxo de ar, além disso, os mesmos se limitam a uma determinada
concentracdo do biomaterial, assim podem ser exploradas diferentes técnicas de
microencapsulagcéo entre outros fatores que podem melhorar a biocompatibilidade

e a eficiéncia desse sistema.

Dessa forma nesse trabalho objetivamos aperfeicoar esse sistema de
microencapsulacédo celular usando a técnica de extrusdo eletrostatica. Para isso
tanto a composicdo da microcipsula como a técnica de microencapsulacao foram
otimizadas a fim de obter microcapsulas com caracteristicas adequadas para a
aplicacdo na MPS |. Para melhor elucidacdo do desenvolvimento do trabalho, a

dissertacéo foi organizada em dois capitulos.

O capitulo | foi dedicado a revisdo do tema abordado, fornecendo subsidios
para o desenvolvimento do trabalho. Além de contextualizarem-se 0s aspectos da
MPS | e os problemas referentes aos tratamentos atuais, foram apresentados
aspectos referentes a microencapsulagcéao celular, bem como as estratégias para
obter microcapsulas com caracteristicas adequadas, considerando os principais

fatores que influenciam as mesmas.
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Os dados obtidos auxiliaram tanto na escolha da técnica e dos parametros
usada para a microencapsular as células rBHK como na escolha do biomaterial,
composicdo e revestimento das microcipsulas. A técnica de extrusdo
elestrostatica permite obter microcapsulas com caracteristicas adequadas que
podem proporcionar a sobrevivéncia das células bem como biocompatibilidade em
longo prazo, além disso, é facil de usar em condic¢des estéreis (GRYSHKOV et al.,
2014; MANOJLOVIC et al., 2006). No entanto, essa técnica envolve varios
parametros, assim foi necessario usar um desenho experimental para determinar
as melhores condi¢des a serem utilizadas. Além disso, a concentracdo do alginato
e o efeito do revestimento com PLL também foram exploradas.

No capitulo Il foram apresentados os resultados obtidos nos estudos da
otimizacdo usando o desenho Box-Behnken, caracterizacdo fisico-quimica das
microcépsulas, avaliacdo da atividade enzimatica e da viabilidade celular in vitro e
avaliacdo das microcapsulas otimizadas no tratamento da doenca em

camundongos MPS I.

No que se refere a otimizacéo foram selecionadas como respostas produzir
microcdpsulas com tamanho reduzido associado a maior atividade enziméatica. Os
principais fatores que influenciam nessas caracteristicas foram slecionados e a
relacdo entre esses fatores e as respostas foi investigado pelo método de
superficie de resposta (BAS; BOYACI, 2007). Observou-se que o0 a voltagem
aplicada no microencapsulador eletrostatico influencia de forma direta o tamanho
da microcapsulas. Quando é aplicada uma maior voltagem, menor € o tamanho
das microcapsulas produzidas. Uma maior voltagem gera uma maior tensao
superficial o que resulta na formacdo e no desprendimento rapido da gota
reduzindo o tamanho da microcapsula formada (PONCELET et al., 1999; PRUSSE
et al., 2008). Quando analisamos a concentracdo do alginato, verificamos que na
concentracdo mais baixa (1,3%) ocorre maior atividade de IDUA, por serem mais
porosas as mesmas permitem maior difusdo de nutrientes e produtos e
consequentemente uma maior atividade metabolica das células (LEAL-EGANA et
al., 2011; MOHANTY et al., 2016).
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A fim de avaliar o efeito do revestimento nas microcipsulas de alginato
otimizadas, as mesmas foram revestidas com PLL seguido de um dltimo
revestimento de alginato obtendo assim as MC-APA. Apés o revestimento
observou-se que nado houve alteracdo do tamanho médio nem na distribuicdo do
mesmo. Houve uma diminuicdo da liberacdo da enzima, o que € esperado, pois 0
revestimento modula a permeabilidade. Quando analisamos a morfologia as MC-A
as mesmas tem formato bem definido e esférico, porém as MC-APA apresentaram
reentrancias, essa alteracdo da forma apds o revestimento pode estar associado
a técnica usada na desidratacdo (CONFORTO et al., 2015).

O principal motivo de revestir as microcapsulas € aumentar a estabilidade
das mesmas, uma caracteristica fundamental para proteger e manter as células
viavéis apos o implante. Contudo, a fim de obter um sistema estavel e permeével,
tanto a concentracdo do polication como do tempo desse revestimento devem ser
bem controlados (MA et al., 2012a). Assim nesse estudo usamos uma
concentracéo de 0,05% de PLL e o tempo de revestimento de 10 minutos, o que é
bem descrito na literatura (BHUJBAL et al., 2014; MA et al., 2012b). Comparando
as microcapsulas observou-se que o revestimento proporcionou um aumento da
resisténcia aproximadamente seis vezes maior quando comparadas com as nao
revestidas. Essa estabilidade também foi verificada in vitro, apos 14 dias em

cultura ocorreu o rompimento das MC-A o que n&o ocorreu com as MC-APA.

As andlises em FTIR-ATR foram realizadas a fim de caracterizar a
superficie das microcdpsulas, uma vez que as informacées sobre as interacdes e
a exposicdo de grupos funcionais na superficie influenciam a inumogenicidade
desse sistema (DE HAAN et al., 2011; ROKSTAD et al., 2011) Os espectros das
microcapsulas APA demonstraram a presenca de bandas caracteristicas do
alginato e da PLL, porém observam-se sutis alteracdes na intensidade e forma de
algumas bandas. Assim pode-se sugerir algumas hipdteses, essas alteracdes
podem ser decorrentes da interacdo entre essas duas camadas, ou a adicdo do
altimo revestimento com o alginato forma uma membrana muito fina que pode

ser pouco eficiente para recobrir a PLL ou ainda decorre das imperfeicbes no
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recobrimento o que pode deixar exposta na superficie e permitir a sua leitura
pelo feixe de infravermelho (TAM et al., 2005, TAM et al.,2011). Talvez algumas
opcbes como um tempo maior do revestimento ou uma concentragcdo maior do

alginato possam ser testadas para melhorar esse ultimo revestimento.

Em outro momento, foi realizado um estudo in vitro durante 28 dias para
avaliar a viabilidade celular e e a liberagdo da enzima IDUA. Nas MC-APA ocorre
a dimuicéo da viabilidade ao longo desse periodo o que implica na diminuicdo da
atividade enzimatica. A proliferacdo das células encapsuladas € limitada pelo
espaco das microcdpsulas tendo impacto significativo na viabilidade celular e,
consequentemente, na secrecdo da enzima. O revestimento também pode estar
limitando essas trocas e assim prejudicando a manutencédo celular (THAKUR et
al., 2010). No entanto, mesmo com a diminuicdo da atividade a mesma é
produzida de forma eficiente apdés 28 dias de microencapsulacdo das células
rBHK. As MC-A demostraram instabilidade in vitro, uma vez que as células

extravasaram para o meio, ndo sendo possivel continuar o estudo com essas.

Em relacéo ao tratamento feito através da via subcutanea, apds 30 dias foi
possivel detectar uma atividade enzimatica elevada na pele do local do implante
indicando que a enzima continuou sendo produzida e liberada pelas
microcapsulas. A liberacdo da enzima foi apenas localizada ndo atinguindo a
circulacdo, isso pode estar relacionado com a neovasculariazacdo do sitio do
implante que pode estar prejudicando a captacdo da enzima (VERITER;
GIANELLO; DUFRANE, 2013) .

Nas analises histolégicas da microcapsulas apés o tratamento foi
evidenciado a presenca de uma resposta inflamatéria em torno da superficie
capsular e poucos vasos sanguineos nas proximidades. Apesar do infiltrado
inflamatorio, ndo houve grandes perdas celulares no interior das capsulas, pois as
mesmas continuavam a produzir a enzima ap0s o tratamento. Esse tipo de
resposta € comum para esse tipo de sistema, € geralmente desencadeada pelo
procedimento cirargico e pelo biomaterial utilizado (ANDERSON; RODRIGUEZ;
CHANG, 2008).
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Nesse trabalho escolhemos usar um alginato ultra puro a fim de minimizar a
resposta imune, no entanto, mesmo assim, ele pode conter algumas impurezas
residuais (MENARD et al., 2009). Outro fator que pode ativar o sistema imune é a
composicao da superficie desse sistema, como observado nesse trabalho, o ultimo
revestimento com alginato parece ter imperfeicdes e ser pouco eficiente para
recobrir a PLL podendo deixar expostas algumas cargas positivas as quais sao
imunogénicas. Além disso, esse sistema pode sofrer indesejadas alteragdes fisico-
quimicas in vivo o que pode desencadear um processo inflamatério (DE VOS et
al., 2012).
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CONCLUSOES







— As microcapsulas de alginato obtidas pela técnica de extrusao eletrostatica
foram otimizadas usando do desenho experimental Box-Behnken no qual foi
possivel identificar os principais fatores (voltagem e concentracdo de alginato)
que influenciam na liberacdo da enzima e no tamanho das microcipsulas.

— Apé6s a otimizagdo, foram obtidas microcapsulas de alginato com tamanho
reduzido, monodisperas, esféricas e com boa permeabilidade para a liberagcéo
da enzima IDUA ap0s a encapsulacao.

— O revestimento das microcapsulas de alginato ndo alterou o didmetro, porém

aumentou a estabilidade e modulou a permeabilidade.

— A caracterizacdo da superficie das MC-APA por FTIR-ATR evidenciou a co-

presenca da PLL e do alginato.

— As MC-APA apresentaram uma adequada liberagédo de IDUA in vitro ao longo

de 28 dias apds a microencapsulacao.

— As células microencapsuladas implantadas na via subcutanea de camundongos
MPS | foram capazes de produzir e liberar a enzima no local do implante, uma
vez que apos 30 dias de tratamento a atividade de IDUA estava elevada na
pele. No entanto, ndo foram capazes de corrigir a deficiéncia da enzima no

coracdao, rim e figado nas condi¢cBes avaliadas.

— As microcapsulas retiradas dos animais apdés o tratamento permaneceram
intactas, sem alteracdo na morfologia e mantiveram as células viaveis com

adequada liberacédo da enzima.

— A andlise histolégica das MC-APA retiradas dos animais ap0s o tratamento
mostrou a presenca de raros vasos sanguineos nas proximidades das capsulas,
bem como uma resposta imune evidenciada por um infiltrado inflamatério na

superficie.

— Os resultados acima descritos demostram que as MC-APA tem potencialidade

para o tratamento local da MPS I.
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