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RESUMO

O objetivo do presente estudo, foi estabelecer um modelo de indugéq de
diabete do tipo I em ratos e os efeitos do transplante intraportal de ﬂh6m
pancreaticas nos niveis plasmaticos de glicose. Quinze ratos machos WISTAR
foram divididos em 3 grupos com 5 animais cada. GRUPO CONTROLE:
inoculagdo endovenosa de 1 ml de solugdo salina a 0,9% e posteriormente
intraportal de 1 ml de solucdo de Hanks. GRUPO i DIABETE: inoculagio
endovenosa de estreptozotocina (60 mg/kg) e posteriormente intraportal de 1 ml
de solugio de Hanks. GRUPO TRANSPLANTE: inoculagio endovenosa de
estreptozotocina (60 mg/kg) e posteriormente intraportal de 1200 ilhotas
pancreaticas. Todos os ratos foram previamente imunodeprimidos com
ciclofosfamida intraperitonial na dose de 200 mg/kg e o tempo de seguimento foi
de 14 dias. Para o isolamento das ilhotas pancreaticas nos ratos doadores
normais, foi utilizada -a digestdo pancredtica com colagenase tipo V, via
intraductal, seguido de separagdo do tecido exdcrino por gradiente de ficol. O
grupo controle apresentou niveis ghcémmos normais. durante o seguimento. No
grupo diabete, 0s niveis plasmaticos de ghcose permaneceram significativamente
elevados em relacio ao grupo controle em todas as medigdes. No grupo
transplante, apds o impl'antg int;aportal de ilhotas pancreaticas, os elevé'dos
niveis de glicemia diminuiram signiﬁcatiszamente. em relacdo ao grupo diabete,
mantendo-se estatisticamente igual a do grupo controle. Nos grupos controle e
transplante, ndo houve alteragdo no peso dos animais, entretanto, no grupo
diabei;e, observamos aumento significativo no peso durante o seguimento. Com
esses resultados, concluimos que a estreptozotocina via endovenosa induz o
diabete do tipo I e o transplante de ilhotas pancreaticas reduz os niveis séricos de
glicose.



ABSTRACT

The purpose of this study was to establish an experimental model for the
induction of diabetes type I and to analyse the efficacy of intraportal islet cells
transplant in the plasmatic levels of glucose. Fifteen male Wistar rats were
divided into three groups of five animals each. CONTROL GROUP: intravenous
administration of 1 ml of 0,9% saline solution and subsequently intraportal
injecion of 1 ml of Haqks solution. DIABETIC GROUP: intravenous
administration of streptozotocin (60 mg/kg) and subsequently intraportal
injection of 1 ml of Hanks solution. TRANSPLANT GROUP: intravenous
administration of streptozotocin (60 mg/kg) followed by intraportal inoculation of
1200 islet cells. All animals had been previosly imunodepressed by
intraperitonial administration of 200 mg/kg of cyclophosphamid. Follow-up
period was 14 days for all animals. Islet cells were obtained from rat donors by
pancreatic digestion with intraductal injection of colagenase type V, followed by
exocrine tissue isolation by ficoll gradient. The control group gxhibited normal
plasmatic glucose values during the follow-up. The diabetic group exhibited a
significant h.igher plasmatic glucose level in relation to the control animals. In
the transplant group, islet cells transplant caused a significant decrease in the
glucose levels when compared to the diabetic group, returning to:levels similar to
the control group. No weight changes were noted in the control and transpiant
groups, but a significant weight gain was observed in the diabetic group. We
conclude that intravenous administration of streptozotocin was effective in
inducing diabetes type I in rats and that islet cells transplant reduced plasmatic
glucose levels.



1 INTRODUCAO



1 INTRODUCAO

O transplante de tecido pancreatico para o tratamento do diabete foi
sugerido e réalizado muito antes da insulina ser descoberta por Banting e Best,
em 1922 (SCHARP, 1984; BLISS, 1991). Desde entdo, grandes progressos- tém
sido divulgados, principalmente apdés a evolugio e consolidacdo dos métodos
imunodepressivos. (DIBELIUS et al., 1986; SCHARP et al., 1991; RICORDI et
al., 1992; GORES et al., 1993)

O objetivo do tiansplante é estabelecer um estado de insulino-
independéncia e normoglicemia de forma a evitar as complicagoes do diabete e do
seu. tratamento. O perfeito controle glicémico nio pode ser obtido com insulina
exdgena, mesmo que meticulosamente administrada. A grande meta é a melhora
na qualidade de vida dos pacientes.

Roedores, principalmente ratos e camundongos, tém sido amplamente
utilizados no estudo do transplante de ilhotas de Langerhans. Os ratos com
diabete simulam a doenga dos humanos. (THOMAS et al., 1993; JARA-
ALBARRAN et al., 1995; HOUWING et al., 1995)

Clinicamente, o transplante de péincreas tem alcancado me]hgres
resultados que o de ilhotas (RICORDI et al., 1992; SUTHERLAND, 1996).
Entretanto, a sua indicagdo limita-se a pacientes urémicos que necessitam ou ja
foram submetidos ao transplanté renal. Com as atuais drogas imunodepressoras,
o transplante de pédncreas total limita-se aos casos em que as complicacdes do
diabete sdo mais graves do que os potenciais efeitos colaterais das drogas
imunodepressoras.

O transplante de ilhotas pancreaticas, permanece dificultado pela
imunogenicidade do tecido pancreatico exécrino, favorecendo o processo de
rejeicdo e pelo elevado nimero de células viaveis necessarias para obter a
reversao do diabete. Por outro lado, o transplante de ilhotas facilita a
manipulacdo imunolégica e genética do enxerto, evita grandes procedimentos



cirirgicos e, comparativamente ao transplante de pancreas total, ndo oferece o
risco das complicagoes proporcionadas pelo tecido exécrino.

Utilizando-se modelos animais na pesquisa do diabete, foram
desenvolvidos métodos de isolamento de ilhotas mais eficientes, locais de
implante privilegiados e progressos no controle da rejei¢do. Observa-se,
atualmente, 'grahde interesse néssa linha de pesquisa. Com modelos confiaveis,
poderemos‘ participar do. _ desaﬁo de minimizar complicagdes, aumentar a
lohgevidade- e garantir: aﬂequadi qualidade de vida aos portadores de diabete
melito do-tipo I. |

O objetivo do presente estudo foi estabelecer modelo animal de induc¢do de
diabete melito tipo I e de avaliar os efeitos do transplante intraportal de ilhotas
pancreaticas nos niveis séricos de glicose em ratos Wistar, com diabete induzido

por estreptozotocina.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Diabete melito é uma alteracdo do metabolismo dos hidratos de carbono,
acompanhadé de complicacdes a longo prazo tais como retinopatia, nefropatia,
neuropatia e vasculopatia. (RODGER, 1991; NATHAN, 1993)

Baseada no conhecimento dessa doenga, uma classificacdo do diabete e
outras categorias de intolerancia a glicose foi desenvolvida por um grupo norte
americano de dados em diabete, que classificou o diabete em dois principais
subtipos NATIONAL DIABETES DATA GROUP, 1979):

1. Diabete Melito Insulino Dependente (DMID) ou tipo I, com propensio a
cetose, que é associado ao aumento na freqiiéncia de certos antigenos de
histocompatibilidade no cromossomo 6 e com anticorpos contra células da ilhota.
O termo diabete juvenil foi inapropriadamente utilizado visto que pode ocorrer
em qualquer faixa etaria.

2. Diabete Melito Ndo Insulino Dependente (DMNID) ou tipo II, sem
propensio a cetose, ndo secundario a outras doengas ou condigdes. O DMNID foi
classificado como associado ou nio a obesidade: DMNID obeso e DMNID nio
obeso. (FAJANS, 1995)

2.1 A HISTORIA DO DIABETE

O papiro de Ebers, escrito cerca de 1500 anos a.C., continha descrices de
varias doengas incluindo um estado politrico semelhante ao diabete. O
tratamento recomendado era ingerir, em 4 dias, uma mistura de ossos, trigo,

cereais, areia, chumbo e terra.



O termo diabete, que em grego significa "passar através" ou "um sifao", foi
usado pela primeira vez por Arataeus da Cappadocia no século IT (81-138 d.C.). O
termo se referia a semelhanca da politiria com a saida do vinho dos tonéis através
dos sifées. Arataeus concluiu que a doenga estaria associada a deficiéncia renal.
(MACFARLANE, 1991)

Philippus Theopharastus Bombastus von Hohenheim (1493-1541),
chamado de Paracelsus, reportou que a urina de diabéticos continha "uma
substincia anormal que através da evaporagdo tratava-se de sal". Concluiu que o
diabete seria a deposicdo de sal nos rins, causando sede renal e politria.

Matthew Dobson. (1735-1784), médico de Liverpool, em 1776, tratando de
nove pacientes diabéticos, obdervou que com a evaporacdo da urina, obtinha-se
residuo cristalino com aparéncia e sabor de agucar e que apareceria primeiro no
sangue, antes de ser formado no rim. Esta foi a primeira evidéncia de que o
diabete seria uma desordem sistémica. A prevaléncia de opinides na época era de
que oS rins seriam o0s orgdos afetados pela doenga visto que os sintomas eram
relacionados com a politria e glicostria.

John Rollo (1809), na Inglaterra, foi o primeiro a utilizar o termo melito (a
tradugdo de "mel” do latim e do grego) diferenciando de outros estados politricos.
Relacionou o tipo de dieta ingerida com a quantidade de agiicar obtido pela
evaporagdo da wurina de seus pacientes. Indentificou substincias como
carboidratos que aumentariam o agicar na urina e considerou que o érgdo
morbido no diabete nao seria o rim e sim o0 estémago. (KRALL, et al., 1994)

Entre 1830 e 1880, na Franca, Inglaterra e Alemanha, descreveram-se
casos de diabete com achados pés-mortem de atrofia ou calcificagdes pancreaticas.
Houve especulagdes sobre a relagdo do pancreas com a patogénese da doenca.

Em 1869, Paul Langerhans noticiou pequenos grupos de células
pancreaticas que poderiam ser separadas do tecido exdcrino circunjacente e do
tecido ductal. Descreveu essas estruturas sem especular sua fungdo. Seu artigo
passou pela literatura médica quase desapercebido até 1890.

Em Strasburgo, Oskar Minkowski e Freiherr von Mering em 1889

estudavam a importincia do pancreas. como orgao vital. Minkowski realizou a



ressecgdo total do pancreas. Apés reclamacdes do bedel responsavel pela limpeza
do laboratério que os cdes "urinavam muito e ainda atraiam moscas", Minkowski
observou alta concentracio de glicose na urina. Repetiu 0 experimento sempre
observando o aparecimento de severo diabete. A transfusio do sangue para caes
sadios ndo reproduziu a doenca, excluindo algum efeito téxico. A origem
pancreatica do diabete estava estabelecida. (LABHART, 1978)

Em 1893 Edouard Laguesse sugeriu que 0s agrupamentos de células
descritas por Paul Langerhans em 1869, aos quais ele denominou ilhotas de
Langerhans, poderiam constituir o tecido endécrino do pancreas, responsével
pelo controle da glicemia.

2.2 ADESCOBERTA DA INSULINA

Em 1892 Capparelli ja havia realizado. tentativas de extrair -uma
substincia do pancreas que pudesse reverter ou prevenir o diabete. Em 1914,
Zelzer inoculou extratos pancreiticos purificados em cdes diabéticos que
convulsionaram. Estas convulsdes, provaveis sintomas de hipog]icemia, foram
interpretadas como efeito téxico da substincia. Com o inicio da Primeira Guerra
Mundial sua. clinica foi convertida em Hospital Militar: Zulzer- partiu para a
frente de batalha nunca retornando ao laboratério. _

Em 1921, Frederic Grant Banting, cirurgido ortopédico londrino, sem
nenhuma experiéncia em diabete ou em pesquisa experimental relevante e sem o
conhecimento dos insucessos prévios de se extrair insulina do pancreas, foi ao
laboratério da Universidade de Toronto e solicitou a MaCleod (1876-1935), chefe
do laboratério, espago para pesquisa. Apés ter lido um artigo sobre a relagdo
entre calculos e danos as estruturas pancreaticas, realizou ligadura de ductos
pancreaticos na tentativa de proteger a secregdo interna da destruicio pelos

sucos digestivos durante a extragdo. Designou um estudante de medicina,



Charles H. Best para ajuda-lo. Decidiram usar solugdo de extragdo gelada e
idcida. Com essa manobra, evitaram a digestio da insulina pelas enzimas
exdcrinas e a desnaturacdo da mesma quando em solugao alcalina, dois pontos
cruciais que haviam impedido outros pesquisadores de isola-la. James Collip
(1882-1978), bioquimico experimentado, juntou-se ao grupo e foi capaz de
estandardizér a dosagem de insulina, agora ja obtida em pancreas bovino para
uso clinico. Em 23 de janeiro de 1922, o extrato pancreético produzido por Cﬁl]ip |
foi injetado em um paciente de 14 anos, Leonard Thompson, que estava morrendo
de coma diabético no "Toronto General Hospital".

Em outubro de 1923 a insulina estava disponivel nos Estados Unidos e
Europa para uso clinico. Foi no tratamento da cetoacidose diabética que o médico
deparou-se com uma das melhores oportunidades de .realizar o "milagre" de
recuperar, em questiao de horas, o paciente gravemente enfermo e com risco
iminente de vida. Léonard Tompson casou-se e viveu até 1935. Ted Ryder, uma
das primeiras criancas a usar insulina no mundo, foi referida como estando em
boas condigdes de saiide em 1990 (MACFARLANE, 1991). George Minot (1885-
1950), paciente do Dr. Joslin, salvo do diabete pela recém descoberta insulina em
1922 recebeu, em 1934, o prémio Nobel de Medicinl_a pela sua codescoberta no
tratamento da anemia perniciosa.. |

Em um dos mais. rapidos reconhecimentos da ciéncia, Banting e MaCleod
foram agraciados com o prémio Nobel de Medicina em 1923. Banting: dividiu o
prémio com Best e MaCleod com Collip. Best e Collip nunca se conformaram com
sua exclusdo. Como um pélestrante setenciou durante o jantar de honienagém.
aos laureados do Nobel "na insulina ha gléria suficiente para todos". Com sua
descoberta, Banting e Best abriram as portas da fortuna mas, em troca de 1 dolar
simbélico, renunciaram a qualquer possibilidade de lucro com a insuljna.
- Recusaram propostas das mais tentadoras e promissoras de diversas faculdades
americanas, permanecendo nos laboratérios da Universidade de Toronto.
(DELFINO, 1995)



2.3 O DIABETE MELITO INSULINO DEPENDENTE

Mesmo com o0s avangos em relacio ao tratamento do diabete melito
insulino dependente, estes doentes ainda morrem mais cedo que a populacdo
geral. Entre 20 e 40 anos de idade, o risco de morte é dez vezes maior no diabético
tipo I que nos ndo diabéticos._ (CHAIB, 1996).

Hoje esti bem definido que o diabete melito insulino dependente (DMID) é
doenca geneticamente influenciada, imunologicamente mediada, com fase
assintomatica (pré-diabete), seguida de manifestacées da insulinopenia. (MUIR,
et al., 1992)

Sintetizando a evolucio da doengca EISENBARTH (1986), com muito
fundamento, dividiu o desenvolvimento do diabete melito insulino dependente
em 6 fases distintas: I - Suscetibilidade genética; II - Evento desencadeante; I1T -
Desenvolvimento da autoimunidade ativa; IV - Anormalidade imunolégica e
perda progressiva da secre¢do de insulina; V - Diagnéstico do diabete e VI -
Destruicdo completa das células beta.

2.4 INCIDENCIA

O diabete tipo I é uma doenca que se tornou proeminente somente nos
Gltimos dois séculos. Tireotoxicose, anemia perniciosa e hipoadrenalismo
idiopatico assim como o diabete tipo I, sio doencas auto-imunes e todas descritas
somente no século 19. Na tireotoxicose, a exoftalmia e o bécio 6bvio ndo poderiam
passar despercebidos durante séculos (BOTAZZO, 1993). Comenta-se que Galeno,
mesmo com sua grande experiéncia clinica, atendeu somente dois casos' de

diabete em sua vida médica. Mesmo durante a Renascenca e nos séculos
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seguintes com a explosdo da ciéncia e da medicina, ndo ha relatos de aumento no
nimero de casos.de um tipo mais agressivo de diabete. (BOTAZZO, 1993)

A incidéncia varia de 1 a 2 caso0s/100.000 habitantes/ano no Japao até
43/100.000 habitantes/ano em regides da Finlindia (ATKINSON e MACLAREN,
1994). No continente europeu, observamos maior incidéncia do DMID nos paises
nordicos. A Finldndia lidera seguida pelo restante da Escandinavia. A proporgao
diminui dramaticamente em dire¢cado ao Mediterrianeo.. Observa-se 8
¢as0s/100.000 habitantes/anc; na Franca e na Itilia. A menor incidéncia esti em
Israel com 6/100.000 habitantes/ano (BOTAZZO, 1993). Nos Estados Unidos
observa-se 5,5 cas0s/100.000 habitantes/ano (citado por CHAIB, 1996). No Brasil
dados apontam para 3/100.000 habitantes/ano. (DIB et al., 1992)

As diferencgas na incidéncia sdo explicadas pela susceptibilidade de genes
para DMID em grupos populacionais distintos. A dieta e outros fatores
ambientais também parecem influir. Como exemplo, observa-se incidé_ncia
aumentada em criangas que nio foram amamentadas e a doenca somente
acontece em 33% dos casos de gémeos idénticos com irmaos afetados. (DIB et al.,
1992; BOTAZZO, 1993)

2.5 RISCO E COMPLICACOES

As complicages mais limitantes do diabete sdo a retinopatia, a nefropatia,
a neuropatia e a vasculopatia. De acordo com o NATIONAL DIABETES DATA
GROUP (1979), o risco relativo de morbidade, considerando todos os tipos de
diabete é: 20% de cegueira; 25% de doenga renal terminal; 40% de amputagio de
membro inferior e 2 a 5% de infarto do miocardio. NATHAN, 1993)

DECKERT et al. (1978), estudando 307 pacientes durante 40 anos
observaram: comprometimento visual em 14%; cegueira em 16%; insuficiéncia

renal em 22%; choque em 10%; amputa¢io de membro inferior em 12% e infarto
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do miocardio em 21%. A sobrevida média apés o diagndstico é de 36 anos e a
idade média do ébito é de 49 anos.

2.6 PREVENCAO E TRATAMENTO DAS COMPLICACOES

A modalidade terapéutica de maior sucesso para prevencdo de
complicacoes do diabete é o tratamento intensivo da hiperglicemia (CLARK Jr e
LEE, 1995). REICHARD et ’al. (1993) avaliaram 102 pacientes com DMID,
retinopatia ndo proliferativa, creatinina sérica normal, porém com controle
glicémico insatisfatério. Estudaram 2 grupos ao acaso (tratamento intensivo e
convencional) e observaram que o ti'atamento intensivo com insulina, quando
comparado com o convencional, retardou o desenvolvimento de complicacGes
microvasculares. O grupo THE. DIABETES CONTROL AND COMPLICATIONS
TRIAL RESEARCH GROUP (1993), avaliou 1441 pacientes com DMID e
concluiu que a terapia intensiva prorroga o.inicio e retarda a progressdo de
retinopatia, de neuropatia e de nefropatia diabética quando comparado ao
tratamento convencional.

A bomba de insulina é uma opgdo terapéutica ainda em fase de
experimentacdo. BROUSSOLLE. et al. (1994) com 224 bombas utilizadas em
adultos diabéticos tipo I obtiveram um significativo melhor controle glicémico
quando comparado com os valores pré-implantacdo e com o grupo que utilizava
inje¢do subcutinea. Nos pacientes onde foi implantada a bomba, a hemoglobina
glicolisada caiu de 7,4 para 6,8 em 6 meses e os episédios de hipoglicemia de 15,2
para 2,5/100 pacientes/ano. WAXMAN et al. (1992) avaliaram a implantagdo da
bomba de insulina em 25 pacientes. Em 50% destes, as bombas funcionaram
durante 3 anos e em 18 houve necessidade de pelo menos um procedimento

cirdrgico para manter a bomba funcionando ou para sua remogio. Consideracdes
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ainda devem ser tomadas em relacdo ao custo, risco cirirgico e eficicia do
equipamento a longo prazo.
Outras formas de tratamento, como a imunoterapia, mostram-se eficazes
somente quando diagnosticadas em fase precoce da doenga. (BACH, 1994)
CLARK Jr e LEE (1995) sugerem que na retinopatia e na neuropatia, o
controle glicémico proporcionado pelo transplante de pincreas nio melhora a
lesdo, mas retarda seu progresso. Nesse aspecto, o transplante de tecido

pancreatico seria a forma mais eficaz de prevencio de complicagdes.

2.7 MODELOS DE ANIMAIS DIABETICOS

O diabete em animais pode ser produzido por cirurgia, infecgdo viral,
administracdo de dietas e agentes quimicos (Ratos Sand, Mongolian Gerbil e
Tuco-Tuco) ou desenvolver a doenca de forma espontinea (como ratos BB, NOD e
Nude atimicos). (MENDEZ e RAMOS, 1994)

O desenvolvimento dos modelos de ratos diabéticos, principalemente os
ratos NOD e BB, foram um marco crucial para o entendimento da fisiopatologia e
novas descobertas em relagdo a doenga. (ROSSINI et al., 1995) Animais
diabéticos podem ser encarados como-modelos do diabete humano. Ratos. NOD e
BB chegam a tal ponto de evolugdo na si'mulaqétv)“ experiﬁxentél do diabete clinico
que os modelos apresentam. diabete melito insulino dependente acompanhado de
estigmas imunolégicos incluindo anticorpos e insulite, atenuagido do quadro
clinico com imunodepressores e transferéncia da doenga para ratos nio diabéticos
via linfécitos T. (CARNAUD, 1995)

O primeiro relato de injegdo da estreptozotocina foi acidental na producgao
do diabete. A acgdao diabetogénica da estreptozotocina, foi descrita por
RAIKTIETEN et al. (1963) que descreveram também uma avaliagao morfolégica
da alteragdo ultraestrutural da célula beta. Hoje, a estreptozotocina tem sido
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amplamente utilizada para inducdo de diabete experimental e para o estudo de
transplante de ilhotas pancreaticas. (ROSSINI et al., 1977; PERLOFF et al.,
1995; WEST et al., 1996)

A pancreatectomia é um modelo de indugio de diabete pouco reprodutivel.
Ha complicacgdes e influéncias proporcionadas pela retirada da porgdo exécrina do
pancreas. LEAHY et. al. (1984), em estudo experimental utilizando ratos,
comparou dois modelos de reducio de células beta. Um utilizando a
estreptozotocina na dose de 90 mg/Kg via intraperitonial e outre através da
pancreatectomia a 95%. No grupo de ratos submetidos a pancreatectomia,
observaram preservagio parcial da resposta da célula beta ao estimulo com
arginina e resposta também parcial na secredo de insulina estimulada por
glicose. No grupo estreptozotocina, houve secrecic minima de insulina
estimulada por glicose, confirmando um diabete mais intenso.

Em abril de 1943 DUNN e McLETCHIE (1943), demonstraram que a
aloxana (acido mesoxalico ureico), causava necrose de células beta do pancreas.
No mesmo ano, quase simultaneamente, a descoberta foi confirmada por
Glasgow, por Bailey e Bailey e por Goldner e Gomori. Foi o inicio do diabete
experimental induzido quimicamente. Entretanto, a aloxana é menos especifica
contra célula beta, a dose diabetogénica é muito préxima da letal e ha grande
variabilidade entre a dose inoculada e o efeito provocado. (GOLDNER e
GOMORI, 1944; JUNOD et al., 1969; MARTIN et al., 1986)

. 2.8 TRANSPLANTE DO PANCREAS E DAS ILHOTAS PANCREATICAS

2.8.1 HISTORICO

Minkowski em 1892, utilizou um enxerto vascularizado do processo

uncinado no subcutidneo, previnindo o diabete fatal aps remogdo do pancreas
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remanescente (DOWNING, 1984). Foi o primeiro relato de transplante de tecido
pancreatico para o tratamento do diabete.

No dia 20 de dezembro de 1893, vinte e nove anos antes do isolamento da
insulina, Watson Williams e Hartsant, trataram um garoto de 15 anos no Bristol
Royal Infermary pela implantacdo subcutinea de 3 pedacgos de pancreas de
carneiro. O garoto morreu em. coma 3 dias apds o implante e a histopatologia
somente revelou ﬁbrose: de estroma. (SCHARP, 1984)

Alessandri em 1896; foi o primeiro a realizar implantacdo intrahepatica de
pancreas total mas os enxertos necrosaram. Qutras localizacdes para implantagio
de tecido pancreatico também foram adotadas como bago, cavidade peritonial e
subcutineo. DOWNING, 1984)

Em 1902, Ssobolew recomendou o transplante de.tecido pancreatico como
forma de tratamento do diabete. Na época foi sugeridq que "implantando
pancreas nds poderiamos conseguir uma quantidade maior dessa substincia
destruidora de agucar". (DOWNING, 1984)

O isolamento e o transplante de ilhotas pancreiticas teve inicio muitos
anos depois. MOSKALEWSKI (1965) foi o primeiro a utilizar colagenase para a
digestdo pancreatica. LACY E KOSTIANOVSKY (1967) descreveram a técnica de
digestdao enzimatica do tecido pancreaticoa que ainda hoje é base dos métodos de
~ isolamento de ilhotas. BALLINGER e LACY (1972) publicaram em 1972, o
primeiro estudo onde o transplante de ilhotas pancredticas reverteu a
hiperglicemia. A inocula¢io intramuscular de 400 a 600 ilhotas produziu
normoglicemia por loﬁgo tempo em ratos.

KEMP et al. (1973), descreveram o método intraportal de implante que
melhorou a eficicia do transplante de ilhotas pancreaticas. Realizaram
transplante intraportal de 400 a 600 ilhotas em ratos que normalizou os niveis de
glicose no sangue e na urina por 2 a 3 dias. Hoje estabelecido como sitio
privilegiado, o transplante intraportal é de grande sucesso por oferecer
disponibilidade imediata de sangue as células e por ser via fisiolégica para
secregdo insulinica. (REICKARD et al., 1974; SUTHERLAND et al., 1978)



15

SCHARP (1984) desenvolveu equipamento para isolar ilhotas pancreaticas
denominado de auto-isolador. Consistia em reservatdrios de enzimas e solugdes
automaticamente misturadas, até se obter um concentrado de células que fosse
capaz de reverter a glicemia em autotransplantes de cies.

Numa tentativa de melhorar o processo de purificacio, SCHARP (1984)
ainda realizou estudos com um protétipo de eletroforese desenvolvido pela
McDonnell Douglas Corporation. A eletroforese pode ser um novo e potente
processo pois é capaz de isolar mais de um bilhio de células em uma hora e m;aia.
Em associagdo com a NASA, o equipamento foi testado no espago, com gravidade
zero. Thotas pancreaticas caninas foram isoladas a bordo da nave espacial
Challenger de agosto a setembro de 1983. Células viaveis e secretoras de insulina

retornaram a terra apos eletroforese no espaco.

2.8.2 RESULTADOS ATUAIS

As complicagdes do diabete, quando estabelecidas, néio sdo mais reversiveis
ap6s a normalizagdo glicémica, mesmo quando por transplante de tecido secretor
de insulina - pancreas total ou ilhotas pancreatica (CLARK Jr e LEE, 1995).
Lesdes renais iniciais poderiam ser revertidas com o' transplante de ilhotas
quando realizado numa fase precoce da doenga (FEDERLIN e BRETZEL, 1984).
SUTHERLAND et al. (1978) acreditam ser promissor que a corregio metabé_lica
previna o desenvolvimento e progressio das lesdes microangiopaticas que afetam
o olho, o coragdo, os rins e outros orgaos.

Clinicamente, o transplante de p:«‘mcieas tem apresentado - resultados
satisfatérios nos primeiros meses apés o implante. Entretanto sdo pouco
animadores a longo prazo. Grande parte das complicagbes sao proporcionadas
pela porgido exécrina da glindula. O ntmero de transplantes realizados em

humanos vem crescendo progressivamente. De acordo com o Registro
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Internacional de Transplante de Pancreas perto de 7000 transplantes foram
realizados no periodo de 1966 até 1995 sendo 4000 nos Gltimos 5 anos. Somente
no ano de 1994 nos Estados Unidos da América, foram realizados 846
transplantes. A partir de 1986 a taxa de sucesso (independéncia a insulina maior
do que 1 ano) foi calculada em acima de 75% para transplantes simultineos de
pancreas e rim e acima de- 50% quando realizado como procedimento solitario
(SUTHERLAND, 1991; SUTHERLAND, 1996). Com . novas drogas
lmunodepressoras como 0. FK506. a taxa de sucesso parece aumentar até 80%.
(TZE et al., 1994)

Desempenho mais modesto tem sido referido no transplante de ilhotas
pancreaticas em humanos. A Sobrevida das ilhotas sob régime imunodepressor é
menor que a do transplante do figado, rim ou coragao, provavelmente pela grande
imunogenicidade, pois se mostram muito sensiveis a rejei¢do. Nao ha referéncias
a sobrevida do enxerto a longo prazo. No final de 1994, transplantes de ilhotas
pancreaticas em 240 casos humanos, foram reportadas ao Registro Internacional
de Transplante de Ilhotas Pancreaticas. Desses, somente 20 permaneceram
ixidependentes de insulina apds. uma semana. Deve ser observado entretanto, que
as taxas de sucesso sio maiores em pacientes pancri\aatectomizadbs sem diabete
melito do tipo I. A Universidade de Minessota tem a maior experiéncia em
autotransplante intraportal de ilhotas, em pacientes pancreatectomizados por
doenca benigna, com perto de 50 casos entre 1977 e 1995. Um tergo dos pacientes
obtiveram mdependenma a msuhna sendo que 10 dos 14 pacientes que
receberam mais de 300000 ﬂhotas mantiveram independéncia a insulina por 2 a
10 anos. (SUTHERLAND, 1996)

O grande numero de células beta necessarias a reversido do diabete é fator
limitante. Pelas técnicas de isolamento atuais, necessita-se mais de um orgio
para reversdo do diabete. Calcula-se em torno de 500000 o niimero necessirio
para obtengdo de controle glicémico comparavel ao do tratamento com insulina
exégena ou 5000 ilhotas para cada kg de peso corpéreo (SUTHERLAND, 1996). O
o xenotransplante ou o transplante de tecido neonatal (onde observamos,

proporcionalmente, maior concentragio de ilhotas pancreaticas em relagio ao
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tecido exdcrino), podem ser areas promissoras. (SUTHERLAND et al., 1978;
SMITH et al., 1991; FERNANDEZ-CRUZ et al., 1992.)

Baseado nas dificuldades, muito se tem pesquisado no transplante de
células beta. A identificagiao de sitios de implantacdo privilegiados como timo,
cérebro, testiculo, rim, entre outros, confere relativa protecao imunolégica
(BARKER et al., 1991). O encapsulamento de ilhotas e a utilizacido de drogas ou
mecanismos indutores de tolerdncia também sio processos em desenvolvimento.
(TZE e TAI, 1983; WEBER et al., 1995; YDERSTRAEDE et al., 1995)

Uma vez obtida a normoglicemia e eliminado o problema da rejeiqéo,v 0
transplante de ilhotas pancreaticas seria o tratamento ideal do diabete tipo I. Em
animais, o transplante de ilhdtas cura o defeito metabélico e estabiliza as lesdes
secundarias do diabete experimental. Clinicamente, é .0 tinico transplante de
tecido enddcrino que tem mostrado progresso nos dltimos tempos (NAJARIAN et
al., 1977). Caso os resultados sejam transportiveis ao homen, o transp.lante de
ilhotas pode ser um marco no tratamento do paciente diabético.
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3 MATERIAL E METODO

3.1 O EXPERIMENTO

Foram utilizados. 15 ratos machos albinos WISTAR. TECPAR, pesando
entre 150 e 374 g, obtidos no laboratério de linhagem do Instituto de Tecnologia
do Parana (TECPAR) e mantidos no laboratério de Microbiologia e Imunologia da
Faculdade Evangélica de Medicina do Parana conforme as normas estabelecidas
pelo Colégio Brasileiro de E}pren'mentaqéo Animal (COBEA - 1991). Estes

animais foram divididos em 3 grupos com 5 ratos cada, conforme tabela 1:

TABELA 1
Delineamento do Experimento

Nuamero
Grupo de Procedimentos

o T-7=Imunodepressio pela ciclofosfamida via intraperitonial na dose
Controle de 250 mg/Kg de peso. '

5 e T-3=Inoculacio de 1 ml de soluc#o salina isotdnica via endovenosa.
o: T0 =Inoculacio de 1 ml de Hanks via intraportal ‘

o T-7=Imunodepressio pela ciclofosfamida via intraperitonial na dose
- de 250 mg/Kg de peso.
Diabete - 6 o: T-3=Inducio de diabete pela estreptozotocina via endovenosa na
dose de 60 mg/Kg de peso.
o T0 = Inoculacio de 1 ml de Hanks via intraportal

e T-7 =Imunodepressio pela ciclofosfamida via intraperitonial na dose
de 250 mg/Kg de peso.

Transplante 5 o T-3 = Inducéo de diabete pela estreptozotocina via endovenosa na
dose de 60 mg/Kg de peso.

o TO =Inocula¢do de suspensdo de ilhotas pancreéticas via intraportal

T-7 =17 dias antes da inoculag#o intraportal; T-3 = 3 dias antes da inoculac¢fo intraportal; TO-= na
oportunidade da inoculacéo intraportal
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3.2 AVALIACOES E PERIODOS

Em todos os animais foram realizadas dosagens plasmaticas da glicose nos
seguintes momentos:

TO = na oportunidade da inoculagao intraportal
T1 =24 horas ap6s inoculagao intraportal

T3 = 3° dia apds inoculagio intraportal

T5 = 5° dia apds inoculagao intraportal

T7 = 7° dia apds inoculagio intraportal

T10 = 10° dia apés inoculacao intraportal

T14 = 14° dia apés inoculagio intraportal

Todos os animais foram pesados nos momentos TO, T7 e T14.
No 14° dia (T'14), todos os animais foram sacrificados por inalagdo letal de
éter sulfurico, com ressecgio total do figado e pincreas para histopatologia.

‘3.3 INDUCAO.DO DIABETE

- O diabete foi induzido por inoculagio endovenosa, na veia peniana, de
solucdo de estreptozotocina (Zanozar® - UPJON). na concentracido de 60 mg por
quilograma de peso. A estreptozotocina foi inicialmente diluida em solucdo
fisiolégica e posteriormente em tampdo citrato de pH 4,0 até a concentragdo
desejada.
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3.4 DOSAGEM DA GLICEMIA

A dosagem da glicose sérica foi realizada em sangue total obtido por secgdo
da porcdo final da cauda. Utilizou-se o glicosimetro automatizado e calibrado
(Advantage® - BOEHRINGER MANNHEIN). O aparelho foi aferido com solugéges
padronizadas de glicose a. cada série de exames. Apds leve anestesia inalatéria
por éter sulfiirico, a ponta da cauda era seccionada e obtida a gota de sangue
necessaria a leitura do aparelho. As novas coletas de sangue, também realizadas
sob leve anestesia inalatéria, necessitavam apenas da retirada do coagulo

aderido ao ferimento anterior.

3.5 PESAGEM DOS ANIMAIS

A pesagem foi realizada sob leve anestesia inalatéria por éter sulfarico em
balangca HELMAC.

3-.6-IMUNODEPRES$§O

A imunodepressio foi conferida por Gnica inocula¢io intraperitonial de
ciclofosfamida (Genuxal® - ASTA), diluida em solugio fisiolégica, na dosagem de
200 mg/kg de peso.
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3.7 PREPARO DA SUSPENCAQO DAS ILHOTAS PANCREATICAS

3.7.1 PANCREATECTOMIA

Todos os procedimentos operatérios foram realizados em condigoes limpas.
Para cada rato transplantado, foram utilizados 5 doadores.

Os ratos doadores foram submetidos & pré-anestesia com éter sulfarico, de
forma superficial, seguido de injec¢do intraperitonial de 3,2 ml por quilograma de
peso de hidrato de cloral a 10 %. Apés tricotomia abdominal e degermagédo com
polivinil pirrolidona, realizou-se incisdo abdominal transversal ampla. O ducto
bileo-pancreatico foi clampeado, com pingca hemostatica de Halsted, junto a
confluéncia com o duodeno. Com o clampeamento, evitou-se que a solugdo a ser
inoculada drenasse para o intestino. O ducto bileo-pancreatico foi entao
canulado, no seu segmento distal, com cateter de polietileno 27G e injetado 15 ml
da solugdo de colagenase tipo V (SIGMA) a 2%, diluida em solugdo de Hanks,
para distensdo pancreatica e separagdo mecanica entre o tecido exdcrino e
endécrino. FIGURA 1

:
- o Rl

FIGURA 1: Distens@o pancredtica por inoculacio da solucdo de colagenase no ducto
pancreatico de um rato doador.
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Os ratos foram entfo sacrificados por perfuragdo cardiaca, apds abertura do diafragma
junto ao esterno. O pancreas distendido foi ressecado, iniciando-se pela cauda (FIGURA 2). O
orgdo foi mantido em placa de Petri sobre gelo onde foram retirados grosseiramente vasos
sanguineos, linfiticos e tecido gorduroso. Procedeu-se da mesma forma em outros 4 ratos a

fim de se obter o volume de ilhotas necessérias a reversdo do diabete. Todas as cirurgias foram

completadas no méximo em 1 hora.

FIGURA 2: Pancreatectomia de um rato doador
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3.7.2 METODO DE ISOLAMENTO DAS ILHOTAS PANCREATICAS

O tecido pancreatico obtido foi imerso em banho-maria a 37 °C por 20
minutos para digestdo estacionaria. A seguir, 10 ml de solu¢do de Hanks
(TABELA 2) com soro fetal bovino 0,5% (CUTILAB) foram adicionados- para
lavagem, com agitacio vigorosa por 10 segundos, em agitador automé\tico
(FANEN). Esta manobra p;:ovoca a rotura do tecido e liberagio das ilhotas
pancreaticas do tecido exdcrino. A partir desse momento, todas as etapas foram
realizadas em baixa temperafura e em materiais esterilizados. O volume foi
centrifugado (BIO-RESEARCH) a 1200 rpm por 90 segundos. O sobrenadante foi
desprezado, adicionou-se mais 10 ml de Hanks com saro fetal bovino e foram

realizadas novas centrifugagoes até completar 3 lavagens. FIGURA 3

TABELA 2
Composicdo da solucio de Hanks

SATS CONCENTRAGAO (@
CaCl2 Merck®) 185,5 |
KCl (Merck®) 400,0
MgS04 (Merck®) 60,0
NaH2PO4 (Merck®) 475
NaCl (Merck®) 8.000
D-glicose (Merck®) 1.000

Agua bidestilada (pH:7,0-7,2) 1000 ml
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FIGURA 3: No sedimento
(frasco da  esquerda),
observa-se tecido

pancreatico  digerido e

lavado apds centrifugagéo.

O sedimento foi ressuspendido em 20 ml de Hanks e filtrado em tela de nailon
esterilizada de 800 micra. Adicionou-se mais 20 ml de Hanks para lavagem da tela.
As células foram novamente submetidas a centrifuga¢éo a 1200 rpm por 90 segundos.

O sobrenadante foi removido, deixando-se o minimo de liquido possivel no frasco.
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O sedimento foi ressuspendido em 5 ml de ficol na densidade 1077
(Histopaque® - SIGMA) e homogeneizado agitando-se o frasco. A esse volume, foi
adicionado 5 ml de Hanks sem soro fetal bovino de forma lenta, escorrendo pela
parede do tubo, formando gradiente entre as duas solugdes (FIGURA 4). O
gradiente foi centrifugado por 20 minutos a 2400 rpm, sem freio e com aceleracio
lenta, na temperatura de 10 °C.

Asilhotas pancreéﬁéas aparecem e s3o coletadas na interface das solugges.
' As ilhotas obﬁdas foram Iavédas por 3 vezes adicionando-se 10 ml da solugdo de
Hanks com soro fetal bovino e centrifugando-se incialmente a 1200 rpm por 2
minutos e a seguir na mesma rotagdo por 90 segundos completando-se os 3 ciclos.
O sedimento foi suspenso em 1 ml de Hanks para injecio intraportal.

3.7.3 - METODO DE CONTAGEM DAS ILHOTAS PAN CREATICAS
ISOLADAS

Ao final do processo de isolamento, 0,1 ml do concentrado de ilhotas
pancreaticas foi colocado em placa de Petri e corado com 10 mg de
difenilcarbazona (Ditizona® - SIGMA). As ilhotas coram-se em vermelho
tornando-se facilmente identificiveis através de uma lupa com magnificagio de
10 vezes. O ntumero de ilThotas da amostra foi contado e projetado uma estimativa

para o volume total do inéculo.
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3.7.4 - IMPLANTE INTRAPORTAL DAS ILHOTAS PANCREATICAS

O rato receptor, diabético e imunodeprimido, era submetido a anestesia inalatdria
superficial com éter sulfiirico e inoculag8o intraperitonial de 3,2 ml/kg de hidrato de cloral a
10%. Neste momento, foi colhida uma gota de sangue para dosagem da glicemia, pouco antes
do transplante. Apos tricotomia abdominal e degermagdo com polivinil pirrolidona era
realizada incisio mediana de 3 cm no abdomen superior. A veia porta foi identificada e se
inoculou 1 ml da solugdo com ilhotas pancredticas, através de agulha 23G. Foi aspirado e

injetado 0,5 ml de sangue para lavagem da seringa. FIGURA 4

FIGURA 4: Momento da
inoculagdo intraportal das ilhotas

pancreaticas.
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3.8 - HISTOPATOLOGIA

As pecas foram fixadas em formol a 10% e cortadas em bloco de parafina. A
coloragdo utilizada foi a hematoxilina e eosina. A observacgio foi realizada em

microscopio otico.

3.9 - ANALISE ESTATISTICA

A anilise estatistica dos dados constou de testes de comparacio dos valores
observados nos trés grupos nos momentos TO, T1, T3, T5, T7, T10 e T14. A
principio aplicou-se a Analise da Variincia Classica r(_COCI-IRA;N e SNEDECOR,
1967). Este é um procedimento estatistico paramétrico que necessita de algumas
premissas para as variiveis aleatérias. A suposicdo de Gaussianidade foi
verificada pelo teste de Filliben (FILLIBEN, 1975), a homogeniedade das
variancias foi testada pelo procedimento de Bartlett (COCHRAN e SNEDECOR,
1967) e a independéncia por meio de graficos dos residuos do modelo contra a
ordem em que foram obtidos. Quando uma dessas premissas ndo se verificou
aplicou-se o procedimento ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. (LEHMANN,
1975). De qualquer maneira os dois procedimentos foram sempre usados e um
confirmou a decisdo indicada pelo outro. Os valores -p que constam nos

resultados, referem-se sempre ao teste teoricamente garantido.
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4 RESULTADOS

4.1 RESULTADO DAS DOSAGENS SERICAS DA GLICOSE

No dia da inoculacdo intraportal (T0), as dosagens plasmaticas da glicose
do grupo diabete foram, estatisticamente, iguais ao grupo transplante sendo
ambos, diferentes do grupo controle.

Em todas as medigdes da glicemia nos tempos subseqiientes (T1, T3, T5, T7
e T14) os grupos controle e transplante foram, estatisticamente, iguais entre si e
diferentes do grupo diébete. |

Pelo _método de contagem realizado, aproximadamente 1200 ilhotas
pancreaticas foram inoculadas em cada rato receptor.

O GRAFICO 1 demonstra as variacdes das médias das glicemias durante o
seguimento, nos grupos controle, diabete e transplante.

Na TABELA 3, observamos a média e o desvio padrdo das glicemias e o
valor -p da analise estatistica, durante 0.seguimento, nos grupos controle, diabete
e transplante.

Os valores das dosagens plasmiticas da glicose, de cada animal,
encontram-se no ANEXO 1.
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GRAFICO 1

Evolucédo das dosagens da glicemia e desvio padrio

—— GRUPO CONTROLE GRUPO DIABETES —— GRUPO TRANSPLANTE
600 —
500 +
B +
® 400 I T T
é L
=
2
[
5 - -
£=j 1
0 : ~
TO T T8 T5 7 T10 T14
TEMPO (dias)
TABELA 3

Valores médios de glicemia e desvio padrio

GRUPO GRUPO GRUPO
CONTROLE DIABETE TRANSPLANTE VALOR -p
TO 109,4 + 23,55 371,8 + 58,76 313,4 + 16,92 0,000
T1 77,6 + 12,6 382,6.+ 43,33 95+9,14 0,003
T3 85+ 7,84 382,4 + 53,73 99,6 + 13,89 0,005
T5 88,8 + 21,61 327,6 £ 49,23 82,8 +8,61 0,000
T7 87 + 8,46 314,2 £ 11,21 106,8 £21,16 0,000
Ti10 90,4+174 418 £ 96,17 103,6 + 19,78 0,000
T4 102,6 +24,4 335,8 £ 50,97 100,8 + 19,88 0,000
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4.2 RESULTADOS DAS MEDICOES DO PESO

Nos grupos controle e transplante, ndo houve alteragido estatisticamente
significante do peso dos animais entre os tempos T0 e T'14.

No grupo diabete, observamos aumento significativo do peso entre as
medigoes nos tempos TO e T'14.

O GRAFICO 2 demonstra as variagées das médias das mediges do peso,
durante o seguimento, nos grupos controle, diabete e transplante.

Na TABELA 4, observamos a média e desvio padrido das medigdes do peso
e o valor -p da analise estatistica, durante o seguimento, nos grupos controle,

diabete e transplante.

Os valores das medigdes de peso, de cada animal, encontram-se no ANEXO

GRAFICO 2
Evolugdo das medigoes do peso e desvio padrio
= GRUPO CONTROLE GRUPO DIABETES GRUPO TRANSPLANTE
400
350 L +
300 +
& 250 F + -
g 200 +
B2 150
100 4
50 4
0 } .
TO T7 T14

TEMPO (dias)



TABELA 4
Valores médios das medigdes de pesa e desvio padrio

GRUPO GRUPQ GRUPO
CONTROLE DIABETE TRANSPLANTE
TO 3461503 153,6 £1,86  271+10,5
T7  343,4+10,5 170 + 4,98 256,2 + 12,8
T14  336,8 +6,03 171,8£3,38  270,6 +8,07
- =0,43 -p.=0,0038 =096

4.3 RESULTADOS PO ESTUDO HISTOPATOLOGICO

Nos grupos controle e diabete, o aspecto histolégico do figado ndo demontra
alteragdes. No grupo transplante, observamos no parénquima hepatico e espago

porta, intenso infiltrado mononuclear linfocitario, compativel com rejeicao celular

por linfécito T. FIGURAS 5, Te 9.

No estudo histolégico do tecido pancreatico dos. grupos controle, diabete e
transplante, pela coloragao utilizada, ndo é possivel a observacio de células beta.

Em nenhum dos grupos foi observado alteracdes histolégicas do tecido

pancreatico. FIGURAS 6, 8 e 10.
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SIGURA 5: Tecido hepatico de um rato do grupo controle com aspecto histologico

normal. (Aumento 20X10. H&E)

FIGURA 6: Tecide pancreético de um rato do grupo controle com ilhotas de
Langerhans de aspecto histolégico normal. (Aumento 20X10X1,5. H&E)
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FIGURA 7: Tecido hepatico de um rato do grupo diabete onde observamos
aspecto histolégico habitual. (Aumento 20X10X1,5. H&E)

FIGURA 8: Tecido pancreatico de um rato do grupo diabete onde observamos

uma ilhota de Langerhans. Nao é possivel avaliar alteragoes de células beta.
(Aumento 20X10. H&E)
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- e TS : S g - |

FIGURA 9: Tecido hepatico de um rato do grupo transplante onde observamos

espaco porta com infiltrado linfocitario. (Aumento 20X10X1,5. H&E)
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avaliar alteracdes de células beta. (Aumento 20X10. H&E)
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5 DISCUSSAO

Atualmente, o transplante das ilhotas pancreaticas é o procedimento mais
promissor pai'a o tratamento do diabete tipo I ou insulino-dependente. O objetivo
do transplante é inserir a unidade fundamental produtora de insulina (células
beta), no paciente que apresenta deficiéncia na producio deste hormoénio, levando
a regulacdo da glicemia. (ANTUNES e MATOS, 1992)

A intervengao precoce antes’ do estabelecimento das complicagdes
decorrentes da doencga seria o 1deal Com o transplante experimental de ilhotas
pancreaticas, observou-se prevencdo do espessamentd da membrana basal
glomerular, evitando a nefropatia. Previne também as lesdes oculares e
neurolégicas. (SUTHERLAND et al., 1978; LEOW et al., 1995)

5.1 INDUCAO DO DIABETE EM MODELOS ANIMAIS

Pela dificuldade de obtengio e elevado custo de animais geneticamente
manipulados para estudos em diabete experimental, no nosso meio, o
desenvolvimento do DMID em ratos fica restrito aos induzidos quimicamente ou
pancreatectomizados.

A pancreatectomia a 90%, 95% ou 99,5% é método pouco fiel para redugio
do ntmero de células beta. Ocorrem resultados imprevisiveis e de dificil
reprodutibilidade. Seu resultado passa da simples intolerincia a glicose ou leve
hiperglicemia (pancreatectomia a 90% ou 95%) ao diabete severo que sem
tratamento evolui para Obito (pancreatectomia a 99,5%) (LEAHY, 1984;
MENDEZ e RAMOS, 1994). Alguns autores, obtiveram bons resultados com a
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utilizacdo desse modelo. (SCOW, 1956; MARTIN e LACY, 1963; MIGLIORINI,
1970; NOGUCHI et al., 1994; HOSOKAWA et al., 1996)

Atualmente, as drogas mais utilizadas para produzir o diabete sdo a
aloxana e a estreptozotocina que, em doses adequadas atuam especificamente
nas células beta das ilhotas de Langerhans. Os resultados ora obtidos confirmam
a literatura, onde a inoculagdo endovenosa de 60 mg de estreptozotocina induz o
diabete experimental em ratos (JUNOD, 1969). Confirmamos: esses resultados
para a hnhagemWISTARTECPARcomboasobrmda. A inoculacio endovenosa
de estreptozotocina, provocou hiperglicemia em todos os ratos inoculados. Ndo se
avaliou as complica(;ﬁes vasculares, e a ingesta dos animais, devido a natureza
desse estudo, de curto seguiménto, que objetiva a reversio da hiperglicemia pelo
transplante intraportal de ilhotas de Langerhans.

A estreptozotocina é um agente nitrosureico antineoplasico que induz a
lesio no DNA das ilhotas pancreaticas. Doses altas provocam um efeito téxico
direto a célula beta e doses baixas resultam em insulite e hiperglicemia 1 a 2 dias
apds a injecdo (WEIDE e LACY, 1991). Observagoes ultraestruturais revelam
necrose de células beta e infiltrado de linfécitos e macrdfagos. Células alfa e delta
mostram-se normais. A aparéncia inflamatdria "\da lesdo sugere que a
estreptozotocina inicia uma reacdo imunolégica com mediagdo celular dirigida as
células beta (ROSSINI et al., 1977). H4 reducdo do. conteddo pancreéatico de
insulina e pouco efeito no conteiido de somatostatina e glucagon (BONNER-
WEIR et al. 1981). Sendo linfécito T dependente, macréfagos sdo os primeiros a
aparecer, resultando em insulite. Desta forma, altéréqﬁes nos macréfagos ou
linfécitos T pela irradiacédo, esterdides ou silica previnem o desenvolvimento da
doenga (ROSSINI et al., 1977; WEIDE e LACY, 1991; WEST et al., 1996). Em
nosso estudo, ndo observamos alteragdes ou presenca de células inflamatérias
nas ilhotas pancreaticas nos grupos diabete e transplante. O fato se deve a
incapacidade de identi.ﬁcaqéo de células beta com a coloragdo utilizada. Ideal
seria a realizacio da imunohistoquimica. Anticorpos marcados proporcionariam a
identificacdo da células beta onde, provavelmente, observariamos necrose e

redugdo do nimero de células beta em relacio ao grupo controle.



A regenerac¢ido pancreatica pds-pancreatectomia ou regeneragao de células
beta apés o uso de substincias citotéxicas como a estreptozotocina foi observada
em camundongos, porém sem repercussdes clinicas. Na pancreatectomia parcial,
a regeneracdo do tecido pancreatico foi estudada por BONNER-WEIR et al.
(1983), que descreveram regeneracio do tecido remanescente 8 a 10 semanas

apos a pancreatectomia a 90%..

5.2 ISOLAMENTO DE ILHOTAS PANCREATICAS

Varios métodos de isolamento de ilhotas pancreaticas tém sido utilizados
desde 1967 quando LACY e KOSTIANOVSKY (1967) empregaram a colagenase e
o gradiente de ficol no processo de digestdo e purificacio do tecido pancreatico
(MACEDO et al.,, 1986). Nesses 30 anos, houve grande aperfeicoamento da
técnica com aumento da viabilidade e do namero de ilhotas isoladas. Atualmente,
as ilhotas de Langerhans de doador adulto, neonatalvx\ou fetal podem ser isoladas
a fresco, cultivadas ou criopreservadas. (FEDERLIN e BRETZEL, 1984)

Enzimas originarias da fermentacio da bactéria Clostridium histolyticum,
as colagenases tipo V e XI, sdo utilizadas para digestio pancreatica,
mergulhando-se o tecido pancreatico fragmentado ou, mais recentemente,
injetando-se uma diluigiio desta eﬁzimaem_vasos ou ductos pancreaticos (LACY e
KOSTIANOVSKY, 1967; GOTOH, et al.,, 1987). Hoje, esti estabelecida a
superioridade da inoculagdo intraductal (SHAPIRO et al., 1995). Um estudo
comparativo entre a inoculagido da solugdo de colagenase por via intraductal ou
vascular, mostrou que apesar da via intravascular proporcionar a obtencdo de
maior numero de ilhotas (intravascular=682+27 e intraductal=417+39), existe
maior perda da viabilidade celular que a intraductal. Quando transplantadas
100 ilhotas, nimero muito reduzido ao recomendado para boa fun¢do do enxerto,

houve retorno da glicemia a nivel menor que 200 mg/dl apenas nos ratos



41

submetidos a inoculagdo intraductal de colagenase (GOTOH et al., 1987).
Provavelmente, os melhores resultados nos ratos submetidos a inoculagdo
intraductal sdo devidos a distencdo dos acinos provocando separa¢ao mecanica
dos tecidos exédcrino e enddcrino e a digestdo direta do tecido exdcrino pela
colagenase.

O tempo de digestdo e a concentragio da colagenase influenciam
diretamente no rendimento final do enxerto. Enzimas em baixas concentracges e
tempo insuficiente de digestﬁo podem prdporcionar tecido pancreatico
parcialmente digerido. O oposto, provoca digestdo também das células da ilhota.
Diferentes concentragdes e tempos de digestido foram analisados por MAYUMI et
al. (1985), GOTOH et al. (1987) e OHZATO et al. (1991). Segundo OHZATO et al.
(1991), a concentragdo ideal de colagenase tipo V por via intraductal para um
tempo de digestdo entre 40 a 50 minutos é aproximadamente 2 mg/ml. No
presente estudo, obteve-se bom rendimento de ilhotas utilizando coiagenase tipo
V nessa concentragdo mas, diminuimos o tempo de digestdo para 25 minutos.
Somente apés sucessivas tentativas foi possivel determinar a dose e tempo de
digestao efetivos para cada lote colagenase.

No processo de purificagdo do enxerto, utilizamos um gradiente, isto é,
uma solugio que em varias densidades e apéds centrifugacdo, seleciona ilhotas
pancreaticas pr6ximo a faixa de centrifugacdo correspondente a densidade 1,080.
O gradiente de ficol é amplamente utilizado e minimiza a contaminagio pelo
tecido exécrino (BALLINGER e LACY,1972; CALAFIORE et al, 1990). Na
tentativa de aumentar o rendimento de ilhotas isoladas, outras substincias
também sdo utilizadas para produgio de gradiente como dextran, sacarose e mais
recentemente albumina (PERDRIZET et al.; 1995; FIELD et al., 1996). Adotamos
para este estudo o método preconizado por WEIR et al. (1994) que utiliza o ficol
somente na densidade 1,077. Obtivemos rendimento de 200 a 300 ilhotas por
pancreas.

A ditizona é um corante que se liga ao zinco e ndo altera a funcdo das
células. Pode ser utilizada apés o transplante, via endovenosa, para facilitar a
identificagdo das ilhotas implantadas no tecido hepatico. No presente estudo,
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emulcionamos a ditizona numa amostra da solugdo de ilhotas facilitando a
diferenciacao do material exocrino no processo de contagem das células. (LATIF
et al., 1988; FIEDOR et al., 1995)

A determinagido da viabilidade e capacidade de produgdo endédcrina de
ilhotas pancreaticas isoladas permanece incerta tanto "in vivo" como "in vitro". O
assunto é particularmente importante no ser humano, especialmente no caso de
doadores ja com parada cardiaca, por ndo ser possivel a reversio do diabete
utilizando-se doador Gnico. Seria necessirio a preservacio do tecido para
obtencdo de maior nimero de células, sugerindo a formagido de um banco de
ilhotas. ,

Tentativas de avalia¢id de fungdo e viabilidade, como integridade da
membrana celular, sua incorporacio com nucleotideos, conteiido de enzimas e
quociente respiratoério celular foram realizadas com resultados variaveis
(RICORDI et al., 1990). A habilidade das células regularem um estimulo de
glicose in vitro, demonstra sua capacidade de secrecio que, apesar de estimar o
funcionamento da ilhota, nio reflete sua performance apds o implante.

Experimentalmente, o transplante permanece o tnico método eficaz para a
confirmagio da viabilidade de ilhotas pancreaticas 1éoladas Novas técnicas de
avaliagdo, principalmente na linha da criopresenvacit;, 0 uso do laser ou da taxa
de sintese pancreatica, ainda permanecem em desenvolvimento. (MERCHANT et
al., 1996; MIYAUCHI et al., 1996)

5.3 TRANSPLANTE DE ILHOTAS PANCREATICAS

O local para implantagio do tecido endécrino pancreatico deve ser seguro,
de facil avaliagdo e acesso, imunologicamente privilegiado e que permita
completa implantacdo e viabilidade a longo prazo. Nos estudos experimentais, a

melhor fungdo do enxerto tem sido relacionada aos sitios de maior vascularizacio
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como figado, bago e rim (FELDMAN et al., 1977; FINCH et al., 1977; REECE-
SMITH et al., 1981; GORES et al., 1987; AR'RAJAB et al., 1989). Da mesma
forma, resultados insatisfatorios sdo descritos nos implantes em tecido muscular
e na cavidade peritonial onde é necessario um maior nimero de células para
reversdo da glicemia. (WEBER et al., 1978; SELAWRY e WHITTINGTON, 1984;
BARKER et al,, 1991; LIM et al., 1994; GUAN et al.,, 1995)

Em estudo controladg, com seguimento de 18 meses, observou-se boa
funcdo de 3000 ilhotas panaeéﬁCas transplantadas tanto via intraportal como
subcapsular renal. Entretanto, somente no grupo de implante intraportal, o
transplante de 100 ilhotas foi capaz de reverter o diabete. LEOW et al., 1995)

Fisiologicamente, a secfegiio endécrina deve drenar por via portal. Thotas
pancreaticas implantadas em orgdos ou tecidos com drenagem venosa via veia
porta como figado, bago, reto ou omento ofereceriam melhor resultado metabélico
pois a insulina seria inicialmente metabolizada no figado para entdo atuar de
forma sistémica. Em ratos, observa-se maior produgio de insulina nos enxertos
implantados em vias nio portais de drenagem, como. a cavidade peritonial e a
capsula renal. (GUAN et al., 1995) Pela auséncia de metabolizagdo hepéatica, as
vias ndo portais de drenagem necessitam maior protlluqéo de insulina por parte
do enxerto, para alcangar a normoglicemia. A longo prazo, grande demanda de
insulina, proporcionaria estresse celular com perda progressiva de func¢do da
célula beta. Em humanos, o implante intraportal de ilhotas nio purificadas é
freqiientemente seguido de severa hipertensido portal, coagulagdo intravascular
disseminada e trombose hepatica. (MEHIGAN et al., 1980; NOMURA et al, 1996)

O local do implante também deve ser selecionado visando diminuir o indice
de rejeigdo. Comparou-se a.implantagio intracerebral na cisterna magna com
implante intra-hepatico em ratos ndo imunodeprimidos. Ratos com implante
intracerebral mantiveram normoglicemia até 210 dias apés o transplante
enquanto no implante intra-hepatico observou-se perda de funcdo do enxerto, por
rejeicao, entre o dia 7 e 15 (LEE et al, 1992). Outras situa¢des como testiculos de
localizagdo intra-abdominal e rim, sdo também imunologicamente privilegiadas.
(REECE-SMITH et al., 1981; SELAWRY e WHITTINGTON, 1984)



O tecido exécrino pancreatico interfere no funcionamento das ilhotas
implantadas, aumentando. sua imunogenicidade, 0 que torna o enxerto mais
vulneravel. (GORES e SUTHERLAND, 1993)

Estudando o efeito da contaminacgdo de 50% e 90% de tecido exdcrino nos
enxertos de implantagdo subcapsular renal em ratos e macacos, GRAY et al.
(1988) observaram menor dosagem de insulina tecidual do enxerto com
contaminacio, quando comparado ao:implante puro.

SUTHERLAND et al. (1978) relataram também sucesso no transplante do
pancreas dispersado e sem isolamento especifico, se a contamingio exdcrina for
apenas minimizada através da ligadura do ducto pancreatico ou do tratamento
com substéincias téxicas ao pancreas exdcrino como DL-ethionina.

Neste estudo, com o auxilio da coloracio pela ditizona, observou-se que o
inoculo apresentou ilhotas pancreaticas livres de material exdcrino, garantido
boa funcdo ao enxerto.

54 IMUNODEPRESSAO EM TRANSPLANTE DE ILHOTAS
PANCREATICAS

Resultados satisfatérios com a utilizacio de ciclofosfamida em associagio
ou nao com outros | medicamentos imunodepressores sdo descritos por
WENNBERG et al. (1995). O autor comparou ciclosporina, prednisona, FK506,
rapamicina, RS-61443, 15-deoxispergualina, ciclofosfamida e a associagdo dessas
drogas no tratamento imunodepressor em xenotransplantes porco-rato. Os
transplantes foram seguidos de avaliagdes histolégicas e imunohistoquimicas.
Menor rejeigao foi observada com a associagdo de ciclosporina com rapamicina e

"no uso de FK506 com a associacao de ciclosporina e ciclofosfamida. Nessa
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associac¢do, houve menor infiltrado celular (macrofagos, linfécitos T e células NK)
e maior sobrevida do enxerto.

THOMAS et al. (1990), comparando a histopatologia, a sobrevida e os
padrdes de toxicidade em mais de 25 drogas imunodepressoras definiu reducao
na resposta humoral ao xenotransplante em combinagées envolvendo globulina
antilinfocitaria e FK506 ou 15-deoxispergualina. As drogas mais promissoras
para a terapia combinada, fqram 15-deoxispergualina e globulina antitimoécito de
coelho.

BRAYMAN et al. (1990) conferiram protecdo as células beta, apds
tratamento com ciclofosfamida, com a inje¢do neonatal de células de linfonodos e
bago (MHC compativeis e irradiadas).

O uso da ciclosporina como agente imunodepressor tem se mostrado
controverso, pois altas doses deste medicamento reduzem significativamente a
secregio de insulina. (ANTUNES e MATOS, 1992)

Permanece em foco de pesquisas, outras formas de indugdo de toleriancia
ao enxerto, como a inoculacio de anticorpos antiantigeno da classe II e
complemento, tratamento das ilhotas com anticorpos monoclonais para células
dendriticas, injecdo das células do enxerto no timo ou‘:\ células da medula no ﬁhxo.
(ANTUNES e MATOS, 1992; NOMURA et al., 1993; DELLAGIACOMA et al,,
1994) |

A cdclofosfamida na dosagem de 200 mgkg via intraperitonial,
demonstrou, histologicamente neste estudo, a ocorréncia de moderado infiltrado
celular mononuclear o que sugere a ocorréncia de rejeigio celﬁlar por hnfomto T.
Entretanto, ndo se observou perda da funcdo do enxerto, durante o seguimento
de 15 dias.

Esta comprovada a eficiéncia do transplante de ilhotas pancreaticas na
reversao do diabete por longo prazo. Estudos investigando o indice de replicacdo
em ilhotas transplantadas, mesmo apés estimulagio metabélica ou induzida por
drogas, mostram que a replicagdo celular no tecido transplantado, apés
seguimento de até 9 meses, nio difere do pancreas normal. (TRIMBLE et al.,
1980; MONTANA et al., 1995)



A performance do enxerto é em geral dependente do seu tamanho. Logo, a
funcio secretéria de insulina é proporcional ao niimero de ilhotas transplantadas
(VAN SUYLICHEM et al., 1994). Um estudo de TOBIN et al. (1993) em ratos
diabéticos por estreptozotocina, o transplante intraportal de 500, 1000, 2000 e
3000 ilhotas demonstrou correlagio proporcional entre o nimero de ilhotas
implantadas e as dosagens de glicemia e insulina. FINEGOOD (1992) obteve
resultados similares quando_calculou que o volume endécrino, acima de 25% do
pancreas normal, reverte o estado hiperghcéhiw. No presente estudo, o nimero
de células implantadas foi adequado, visto que se observou redugdo nos niveis
plasmaticos de glicose ja no primeiro dia apds o transplante.

O transplante de ilhotas fetais ou neonatais é o que obtem,
proporcionalmente, maior volume de células de ilhotas pancreaticas em relagdo
ao tecido exécrino (YDERSTRAEDE et al., 1995). Embora represente somente 4%
do peso do pancreas do rato adulto, o pancreas neonato possui 11% da massa de
ilhotas do pancreas adulto. O pancreas fetal ou neonato representa portanto uma
importante fonte de ilhotas para utiliza¢io em transplantes. (SUTHERLAND et
al., 1978) '

Na avaliagao histolégica deste experimento obséarvamos, em alguns espagos
porta, um infiltrado celular mononuclear sugeﬁndd que este seria o local de
implantagdo das ilhotas transplantadas. '

O desenvolvimento observado no transplante de ilhotas pancreaticas em.
humanos, estimula novas pesquisas. £ um procedimento mais facil que o
transplante de péancreas total, com menor risco e menor custo. Antes da
descoberta da insulina, jovens morriam em coma diabético. O descobrimento de
Banting e Best em 1922, foi capaz de proporcionar décadas de vida.
Provavelmente, aperfeicoando-se o isolamento do tecido endécrino produtor de

isulina, poderemos oferecer além de longevidade, melhor qualidade de vida.
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O presente estudo, permite as seguintes conclusdes:

1-A éstreptozotodna na dose de 60 mgkg via endovenosa foi efetiva na
indugao de diabete sustentada por 14 dias em ratos Wistar..

2 - O alotransplante de ilhotas de Langerhans reverte, a niveis normais, a
hiperglicemia plasmatica induzida por estreptozotocina em ratos. Wistar.
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Dados referentes aos valores das medi¢oes de glicemia nos ratos dos
grupos controle, diabete e transplante.

GRUPO CONTROLE
Animal Glicemias (mg/dl)
Niamero '
TO T1 T3 TS T7 -TI0 Ti4
1 96 69 86 54 80 81 96
2 148 89 98 94 92 66 143
3 93 90 82 86 86 106 106
4 116 61 T7 112 79 106 81
5 o4 79 83 98 99 95 88
GRUPO DIABETE
Animal Glicemias (mg/dl)
Niamero
TO T1 T3 T6 T7 T10 T14
6 359 317 426 297 316 477 344
7 462 392 312 338 298 272 269
8 382 398 436 259 325 444 302
9 300 371 342 371 324 379 367
10 356- 436 396 373 309 518 397
GRUPO TRANSPLANTE
Animal Glicemias (mg/dl)
Namero
TO T1 T3 TS T7 T10 Ti4
11 309 90 104 83 82 84 83
12 313 86 116 79 98 103 97
13 293 99 86 81 99 84 81
14 312 91 92 74 137 122 122
15 340- " 109 106 97 118 125 121




ANEXO 2

Sl

Dados referentes aos valores das medi¢des de peso nos ratos dos grupos

controle, diabete e transplante.

GRUPO CONTROLE
Animal Peso (g)
Namero '
TO TT T14
1 336 1311 337
2 364 337 318
3 349 374 330
4 340 356 361
5 342 339 348
GRUPO DIABETE
Animal Peso (g)
Namero
TO TT T14
6 1565 163 163
7 160 189 181
8 163 168 176
9 150 169 176
10 160 161 1656
GRUPO TRANSPLANTE
Animal Peso (g)
Numero
TO T7T T14
11 253 263 275
12 252 249 268
13 292 273 282
14 301 285 287

15

257

211

241
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