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RESUMO

O diabetes melito tipo 1 (DM1) esta associado ao desenvolvimento de complicagdes cronicas de elevada morbi-mortalidade
em individuos jovens em idade produtiva. A terapia intensiva com insulina comprovadamente diminui o aparecimento das
complicagdes cronicas da doencga. Entretanto, essa terapia ainda esta associada ao aumento da incidéncia de hipoglicemia.
Em pacientes com “DM1 labil”, os quais apresentam hipoglicemias graves sem sintomas de alerta, o transplante de ilhotas
pancreaticas humanas € uma das melhores alternativas para restaurar a secregéo de insulina e a percepgao da hipoglice-
mia. Cerca de 80% dos pacientes que receberam transplante de ilhotas de mais de um doador, submetidos ao tratamento
imunossupressor do protocolo de Edmonton, adquiriram independéncia de insulina apés 1 ano do transplante. Porém, ape-
nas 10% destes pacientes permaneceram livres de insulina ap6s 5 anos. Entretanto, mesmo aqueles pacientes que neces-
sitaram utilizar novamente insulina tiveram a normalizag&o da homeostase glicémica e da percepgao da hipoglicemia, com
prevengao da hipoglicemia grave. Sendo assim, o transplante de ilhotas & capaz de diminuir os niveis de glicose plasmatica
e HbA1c, reduzir a ocorréncia de hipoglicemias graves e melhorar a qualidade de vida dos pacientes. O objetivo deste artigo
foi fazer uma breve revisao da literatura sobre o isolamento e transplante de ilhotas pancreaticas humanas e relatar a im-
plantagdo de um laboratdrio de isolamento de ilhotas humanas no Servigo de Endocrinologia do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre.
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ABSTRACT

Type 1 diabetes mellitus (DM1) is associated with chronic complications of high morbidity and mortality in young adults in a
productive age. Insulin therapy has proved to reduce the chronic complications of diabetes. However, this therapy is still
associated to an increased incidence of hypoglycemia. In patients with “brittle DM1”, who have severe hypoglycemia without
any symptoms (hypoglycemia unawareness), the pancreatic islet transplantation is one of the best alternatives for restoring
insulin secretion and hypoglycemia perception. About 80% of the patients who received islet transplantation from more than
one donor, on immunosuppressive treatment with the Edmonton’s protocol, maintained insulin independence 1 year after
transplantation. Nevertheless, only 10% of these patients remained free of insulin after 5 years post-transplantation. How-
ever, even those patients who returned to insulin treatment had a normalization of the glucose homeostasis and hypoglyce-
mia perception. Therefore, islet transplantation is able to diminish plasmatic glucose and HbA1c levels, to reduce the
occurrence of severe hypoglycemia, and to improve the quality of life of the patients. The purpose of this paper is to briefly
review islet isolation and transplantation process, and report the establishing of a human islet isolation laboratory in the En-
docrine Service at Hospital de Clinicas de Porto Alegre.
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O diabetes melito tipo 1 (DM1) é responsa-
vel por 10% dos casos de diabetes e esta asso-
ciado ao desenvolvimento de complicagdes cré-
nicas de elevada morbidade e mortalidade em
individuos jovens em idade produtiva (1,2). O
DM1 é decorrente da destruigdo autoimune das
células-B pancreaticas, o que determina a defi-
ciéncia total de secregao de insulina e a neces-
sidade de administracdo de insulina exdgena
para a sobrevivéncia e prevencao de complica-
¢bes cronicas do diabetes (1).

Nas ultimas décadas ocorreu um avango
significativo no manejo dos pacientes com DM1.
Estudos demonstraram que a terapia intensiva
com insulina comprovadamente diminui o apa-
recimento das complicagdes micro e macrovas-
culares do diabetes (3,4). Além disso, o desen-
volvimento dos analogos de insulina e de bom-
bas de infusdo subcutanea permitiu aos pacien-
tes um estilo de vida mais flexivel (4). No entan-
to, apesar das melhorias no tratamento do DM1,
a terapia intensiva com insulina ainda esta as-
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sociada a um aumento de trés vezes na incidén-
cia de hipoglicemia (5,6). Uma fragdo dos paci-
entes com DM1 apresenta o chamado “DM1 la-
bil”, o qual é caracterizado por incursées impre-
visiveis da glicemia ao longo de poucas horas,
com hiperglicemias seguidas por hipoglicemias
graves. Estes pacientes estdo expostos a risco
de vida, podendo evoluir para convulsées e co-
ma e, até mesmo, para morte (6,7). Neste grupo
de pacientes, o tratamento mais adequado ain-
da nao foi estabelecido e terapias de substitui-
¢ao de células-B pancreaticas através de trans-
plante de pancreas inteiro ou de ilhotas séao as
unicas alternativas concretas capazes de restau-
rar a secregdo de insulina endégena e a per-
cepgéao dos sintomas hipoglicémicos (8,9).

O transplante de pancreas como 6érgao in-
teiro promove controle glicémico adequado e
reduz a ocorréncia das complicagbes cronicas,
sendo indicado para pacientes com DM1 com
insuficiéncia renal terminal, no momento do
transplante renal (10,11). Apesar dos pacientes
submetidos ao transplante de pancreas apre-
sentarem uma boa sobrevida a longo prazo, es-
se tipo de transplante ndo é indicado para paci-
entes com DM1 sem indicagdo de transplante
renal, uma vez que o procedimento esta associ-
ado a morbi-mortalidade de uma cirurgia de
grande porte (8,10,11). Nestes casos, o trans-
plante alogénico de ilhotas pancreaticas é, atu-
almente, uma opgado. O transplante de ilhotas
nao requer cirurgia ou anestesia geral. Isto ocor-
re porque somente a porgdo do pancreas res-
ponsavel pela secregcédo de insulina, ou seja, as
ilhotas, que representam apenas 2% do 6rgao,
sdo purificadas e infundidas no figado pela veia
porta, através de técnicas de radiologia (8).
Sendo assim, nossos objetivos neste artigo fo-
ram fazer uma breve reviséo da literatura sobre
o isolamento e o transplante de ilhotas pancrea-
tica humanas em pacientes com DM1 e relatar o
estabelecimento de um laboratério para isola-
mento de ilhotas pancreaticas humanas no Ser-
vico de Endocrinologia do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre (HCPA).

HISTORICO DO TRANSPLANTE DE ILHOTAS
PANCREATICAS

Os primeiros relatos de tentativas de
“transplante” de ilhotas pancreaticas ocorreram
em 1894 (12), mas foi somente em 1972 que
Lacy (13) conseguiu reverter o DM induzido por
estreptozocina em ratos com a infusdo de ilho-
tas normais. Na década de 1980 foram relatados
transplantes autélogos de ilhotas pancreaticas
em pacientes submetidos a pancreatectomia
total por dor intratavel decorrente de pancreatite
cronica (14,15), com obtencdo de independén-

cia de insulina até 13 anos apos o transplante
(16). A partir destes resultados, muitos pesqui-
sadores pensaram que a utilizagéo do transplan-
te de ilhotas para tratamento do DM1 traria uma
possivel cura para essa doenca.

No entanto, as primeiras tentativas de
transplante alogénico de ilhotas pancreaticas
em humanos ndo obtiveram resultados muito
animadores, com taxa de independéncia de in-
sulina de apenas 10% (9,17,18). Dados obtidos
a partir do International Islet Transplant Registry
(ITR) no periodo de 1983 a 2000 documentam
um total de 493 transplantes realizados em todo
o mundo, com taxas de independéncia de insu-
lina decrescentes com o passar do tempo apods
o transplante: 66% apds 1 més, 40% apos 1 a-
no, 22% apés 2 anos, 11% apds 3 anos, 6% a-
pos 4 anos e apenas 2% apos 5 anos (19).

A criagcdo do protocolo de Edmonton, em
2000, possibilitou melhores resultados, com
100% de independéncia de insulina um ano a-
pos o transplante em sete pacientes (20). A me-
Ihor resposta ao transplante foi atribuida basi-
camente aos seguintes fatores: regime de imu-
nossupressdo sem uso de corticoides (indugao
com daclizumab e manuten¢cdo com sirolimus e
baixa dose de tacrolimus) e multiplas infusGes
de ilhotas de mais de um doador com o objetivo
de aumentar a massa de ilhotas transplantada
(20). Em 2005, o mesmo grupo relatou os resul-
tados apés 5 anos de seguimento de 65 pacien-
tes submetidos ao transplante de ilhotas. A du-
racao média da independéncia de insulina foi de
15 meses e apenas 10% dos pacientes perma-
neceram livres de insulina apds 5 anos (21).

O protocolo de Edmonton foi reproduzido
posteriormente em um estudo multicéntrico or-
ganizado pelo Immune Tolerance Network e que
envolveu 36 pacientes com DM1 de nove cen-
tros dos EUA e Europa (22). Apenas 13,8% dos
pacientes permaneceram livres de insulina apds
2 anos de seguimento, mas aqueles pacientes
que mantiveram pelo menos fungéo parcial do
enxerto tiverem uma melhora substancial do
controle metabdlico (22). As taxas de sucesso
foram bastante variaveis entre os centros envol-
vidos no estudo, sendo que os centros com
maior experiéncia obtiveram os melhores resul-
tados, com até 80% dos pacientes permane-
cendo livres de insulina apds 1 ano (22).

Diversos centros e programas de trans-
plante de ilhotas foram criados na ultima década
(23) e estudos de fase Ill vem sendo realizados
pelo Clinical Islet Transplantation Consortium,
com base nos EUA (24). No Brasil, o primeiro
transplante de ilhotas ocorreu em 2002, em Sao
Paulo, em um paciente de 45 anos com “DM1
labil” (25). Apesar das disparidades no sucesso
obtido entre os centros, atualmente o transplan-
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te de ilhotas pode ser considerado bem sucedi-
do no primeiro ano poés-transplante, apresentan-
do um declinio na taxa de independéncia de in-
sulina de cerca de 50% no segundo ano, com
diminuicdo ainda maior nos anos subsequentes
(23).

No entanto, o transplante de ilhotas n&o é
indicado para todos os pacientes com DM1, mas
apenas para aqueles com “DM1 labil”, sendo
seu objetivo principal a prevengao da ocorréncia
de hipoglicemias graves. A prevengéo das hipo-
glicemias depende do restabelecimento da ho-
meostase glicémica, ndo sendo a independéncia
a insulina essencial para a recuperagao dos sin-
tomas de alerta da hipoglicemia (9). Neste con-
texto, o transplante de ilhotas é capaz de atingir
as metas propostas, com diminuigdo dos niveis
de glicose plasmatica e normalizagdo da HbA1c,
reducdo da ocorréncia de hipoglicemias graves,
reducado da ocorréncia das complicagcbes créni-
cas do diabetes e melhora na qualidade de vida
dos pacientes (9,26-28).

RISCOS E INDICAGOES PARA O
TRANSPLANTE DE ILHOTAS
PANCREATICAS

A relagao de risco e beneficio do transplan-
te de ilhotas deve ser cuidadosamente avaliada
para cada paciente uma vez que podem ocorrer
alguns eventos adversos apds o transplante
(8,17). Os riscos do transplante de ilhotas po-
dem ser decorrentes do procedimento de infu-
séo percuténea das ilhotas na veia porta (san-
gramento intra-abdominal, trombose da veia por-
ta, pungao de 6rgaos vizinhos e aumento transi-
tério das transaminases plasmaticas) ou da te-
rapia de imunossupressao (infecgdes, Ulceras
orais, anemia, diarréia, perda de peso, fadiga,
disfungdo renal, hipertensido arterial, elevagao
do colesterol LDL, edema periférico e algumas
neoplasias) (8,17). Entretanto, atualmente, o
procedimento de infusdo das ilhotas nao esta
associado a mortalidade e a morbidade é mini-
mizada com a utilizagao de fluoroscopia e eco-
grafia para localizacdo do sitio de puncdo da
veia porta e pelo uso de cola biolégica no trajeto
de pungao e de heparina para evitar a trombose.
Os efeitos colaterais do tratamento imunossu-
pressor sdo geralmente leves e facilmente trata-
dos por uma equipe médica com experiéncia na
area (8,17).

Conforme as recomendacgbes da Associa-
¢éo Americana de Diabetes (ADA), o transplante
de ilhotas para tratamento do DM1 somente de-
ve ser realizado no contexto de pesquisa clinica,
sendo ainda considerada uma terapia experi-
mental (29). As indicagbes para o transplante
sdo “DM labil”, definido por amplas variagbes da
glicemia capilar ao longo do dia, tipicamente
maiores do que 200 mg/dl e que interfiram com

a qualidade de vida do paciente ou hipoglicemi-
as graves sem sintomas adrenérgicos de alerta
(6,7). Para esses pacientes, o transplante alo-
génico de ilhotas pode ser oferecido como: 1)
transplante isolado de ilhotas em pacientes n&o-
urémicos; 2) transplante de ilhotas apds trans-
plante renal para pacientes com doenga renal
terminal; 3) transplante simultadneo de ilhotas e
rim (17,30).

Até o momento, os pacientes incluidos nos
protocolos de transplante de ilhotas apresenta-
ram as seguintes caracteristicas: idade entre 18
e 65 anos, DM1 por mais de 5 anos com niveis
indetectaveis de peptideo-C, ocorréncia de hi-
poglicemias graves recorrentes e progressao
das complicacdes cronicas do diabetes (28). No
estudo Immune Tolerance Network (22), a pre-
sengca de doenca arterial coronariana nao-
tratada, indice de massa corporal (IMC) >26
kg/m®, necessidade de uso de dose de insulina
>0,7 Ul/kg, HbA1c >12%, creatinina >1,5 mg/dl
e/ou albuminuria >300mg/24h, presenga de in-
feccbes ou doengas psiquiatricas foram conside-
rados critérios de exclusdo para o transplante.

O transplante autdlogo de ilhotas é indica-
do para a prevencdo de diabetes iatrogénico
ap6s pancreatectomia para tratamento de pan-
creatite crénica, neoplasia benigna ou trauma e,
devido a seguranga deste procedimento, pode
também ser realizado em pacientes idosos ou
com cirrose hepatica (16,31,32).

ISOLAMENTO DE ILHOTAS PANCREATICAS
HUMANAS

llhotas de Langerhans sao clusters de célu-
las enddcrinas espalhadas pelo pancreas e que
correspondem a apenas 2% da massa total des-
te 6rgdo. Interagcdes complexas entre as células
que formam as ilhotas (células-a, produtoras de
glucagon; células-B, produtoras de insulina;
células-6, produtoras de somatostatina; e célu-
las-PP, produtoras de polipeptideo pancreatico)
e destas com o tecido exdécrino regulam fina-
mente o metabolismo da glicose. O objetivo do
isolamento e purificagdo das ilhotas é libera-las
do tecido conectivo e exdcrino, preservando a
integridade estrutural e funcional (28).

Os meétodos de isolamento de ilhotas me-
Ihoraram significativamente nas ultimas trés dé-
cadas (8,17) e o avango fundamental nesta area
veio com o uso do método semiautomatico para
digestdo controlada do pancreas desenvolvido
por Camillo Ricordi em 1989 (33). Esse método
€ composto pelas seguintes etapas: limpeza do
pancreas, canulagdo dos ductos pancreaticos,
perfusdo, distensdo e digestdo enzimatica do
pancreas, diluicao, purificacao e cultura das ilho-
tas (figura 1).
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Figura 1 - Isolamento das ilhotas pancreaticas e transplante: do doador ao receptor. Modificada a partir da refe-
réncia 17. 1 = porta de amostragem para coleta e monitoramento das ilhotas digeridas; 2 = sonda de temperatura
para monitoramento da temperatura da cdmara (37°C); 3 = Camara de Ricordi com esferas de silicone, pancreas
e solugdo de colagenase; 4 = bomba peristaltica para circulagéo das solugdes no sistema; 5 = serpentina de a-

quecimento localizada dentro de banho-maria a 50°C.

O processo laboratorial inicia-se com o re-
cebimento e verificagdo das condigbes do pan-
creas pela equipe de isolamento e termina com
a liberagdo das ilhotas isoladas para o trans-
plante ou pesquisa pela equipe de controle de
qualidade (CQ). A primeira etapa do processa-
mento do pancreas ¢é a limpeza do 6rgéo, isto é,
a retirada de gordura e a lavagem com solugdes
antibidticas e antifungicas. A fase seguinte é a
separagao das ilhotas do pancreas exocrino e
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tecido ductal por digestéo, realizada através da
perfusdo de uma colagenase purificada no ducto
pancreatico. Neste processo ocorre aumento do
volume do péncreas (distensdo). O pancreas é
entdo cortado e transferido para a Camara de
Ricordi (33), que contém 7-9 esferas de silicone
e é preenchida com solugdo de colagenase, pa-
ra a realizagédo da fase de digestédo, a qual é au-
xiliada pela agitagdo mecanica da camara (di-
gestdo quimica e mecanica). O tecido pancreati-
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co digerido € coletado em um grande volume de
solugédo de diluigdo, a qual interrompe a diges-
tdo. No passo de purificagado, as ilhotas sédo se-
paradas do tecido exdcrino usando-se gradien-
tes de densidade continuos ou descontinuos na
centrifuga COBE 2991. A purificagdo tem por
objetivo garantir a infusdo de uma maior quanti-
dade de ilhotas em um volume menor de tecido,
a fim de se reduzir o risco de desenvolvimento
de hipertensao portal (18). Apds o isolamento, é
realizada a cultura das ilhotas por até 3 dias
(34,35).

Segundo a Food and Drug Administration
(FDA), para que as ilhotas alogénicas possam
ser disponibilizadas como uma terapia viavel,
alguns problemas devem ser abordados, tais
como: seguranga, pureza, poténcia e eficacia
das ilhotas. Para que o lote de ilhotas seja apro-
vado, o produto final do isolamento e o processo
usado para isolar e purificar as ilhotas terao que
ser definidos e validados, demonstrando a con-
sisténcia da qualidade do produto (36). Sendo
assim, a ultima etapa do processo de isolamento
das ilhotas é constituida pelos testes de CQ, os
quais sao: avaliagdo da pureza, numero de e-
quivalentes de ilhotas (IEQ — um IEQ corres-
ponde a uma ilhota com 150 pm ou mais de di-
ametro), viabilidade e fung¢éo das células e este-
rilidade (37). A avaliagdo da pureza (isto &, a
quantidade de ilhotas em comparagao a outros
tecidos) é realizada nas diversas etapas do iso-
lamento e apés a cultura das ilhotas. A pureza
deve ser >30% para que as ilhotas sejam libera-
das para o transplante. O niumero de IEQ é de-
terminado pelo didmetro estimado das ilhotas e
o lote somente ¢é liberado para transplante caso
o IEQ seja >5000 IEQ/kg em um volume de no
maximo 5-10 ml (37). A viabilidade das ilhotas
(numero de células vivas/nimero de células
mortas) €& determinada pela integridade da
membrana celular apés coloragédo com dois co-
rantes (diacetato de fluoresceina, que cora em
verde as células viaveis, e iodeto de propideo,
que cora em vermelho as células com membra-
na celular danificada) e visualizagdo em um mi-
croscopio de fluorescéncia (38). O lote de ilhotas
é liberado se apresentar viabilidade acima de
70%. A funcdo das ilhotas é avaliada pela de-
terminagcdo dos niveis secretados de insulina
apos incubacéao estatica com glicose em baixas
e altas concentragdes (20). A esterilidade do
material € comprovada através de cultura para
bactérias aerdbicas e anaerdbicas, cultura para
fungos e micoplasma e teste para presenca de
endotoxinas (18,37).

PRINCIPAIS DESAFIOS
Os desafios para implantagdo de um labo-

ratério de isolamento de ilhotas humanas sao
inUmeros e podem ser divididos em: financeiros,

administrativos, técnico-laboratoriais e médicos
(9,17,28,39).

Desafios financeiros e administrativos

O alto investimento inicial, referente a
compra de equipamentos e gastos relacionados
a realizacao de obras para adequacao do espa-
¢o fisico, & expressivo. Além disso, os custos
relacionados a manutengao do laboratério, pa-
gamento de profissionais treinados e compra de
reagentes e outros materiais necessarios para
cada isolamento necessitam ser cuidadosamen-
te planejados (39,40). Em 2004, um estudo fran-
cés avaliou o custo do transplante de ilhotas,
desde a retirada do 6rgéo do doador ao trans-
plante e posterior acompanhamento dos pacien-
tes transplantados, e mostrou que o processo de
isolamento das ilhotas realizado no laboratério é
a fase mais dispendiosa, correspondendo a 30%
dos gastos totais (41). Como o transplante de
ilhotas é ainda considerado um procedimento
experimental, as fontes requeridas para o de-
senvolvimento e manutengao do laboratério ge-
ralmente dependem de fundos de pesquisas
governamentais e ndo-governamentais.

Uma equipe administrativa bem estruturada
também é essencial para garantir o bom funcio-
namento das atividades laboratoriais e médicas
relacionadas ao transplante (9). Além disso, o
desenvolvimento de um laboratério de isolamen-
to de ilhotas para transplante deve seguir aspec-
tos regulatérios especificos. Nos EUA, o proces-
samento de ilhotas para transplante deve seguir
normas para uso de “medicamentos” e “produtos
biolégicos”, estabelecidas pela FDA e pelo Pu-
blic Health Service Act (42). No Brasil ainda néo
ha uma legislagdo que regule especificamente o
transplante de ilhotas. No entanto, a construgao
do laboratério e todas as etapas do isolamento
das ilhotas devem estar de acordo com as nor-
mas da RDC 210 (DOU 04/08/03 - “Boas Prati-
cas de Fabricacdo de Medicamentos”) da Agén-
cia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
(43), ja que as ilhotas também s&o consideradas
como um medicamento constituido por produto
bioldgico (39).

Devido a complexidade do procedimento
utilizado, o isolamento bem sucedido das ilhotas
sO é possivel com o envolvimento de uma equi-
pe multidisciplinar comprometida e devidamente
treinada para adequar-se a realidade brasileira,
porém respeitando os padrdes internacionais de
isolamento e CQ das ilhotas (39). Essa equipe
devera ser formada por técnicos, bidlogos, bio-
médicos, bioquimicos, médicos endocrinologis-
tas e nefrologistas, cirurgides, radiologistas e
enfermeiras. Adicionalmente, a equipe envolvida
diretamente no isolamento das ilhotas e acom-
panhamento dos pacientes apds o transplante
devera obter treinamento em centros de refe-
réncia no exterior (39).
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Desafios médicos relacionados ao doador

A escassez de doadores de 6rgaos em
morte encefalica (ME) deve ser sempre levada
em conta como uma das principais limitacbes
para a maioria dos centros que fazem transplan-
te de ilhotas (9). No Brasil, conforme dados da
Associacéo Brasileira de Transplante de Orgéos
somente 9,5% (N=158) dos péncreas disponi-
veis de doadores de 6rgaos (N=1658) foram uti-
lizados no ano de 2009 em todo o Brasil (44).
No estado do Rio Grande do Sul ocorreram 126
doacdes de pancreas no ano de 2009, 7 foram
transplantados e o restante poderia ter sido dis-
ponibilizado para a realizagao do isolamento das
ilhotas, o que demonstra oferta adequada de
orgaos para a instalagdo de um programa de
transplante de ilhotas.

As ilhotas comecam a ser danificadas
mesmo antes da retirada do pancreas, uma vez
que a ME esta relacionada a producéo de cito-
cinas proinflamatérias como TNF-a, IL-183 e IL-6,
as quais induzem apoptose das células e dimi-
nuem a qualidade do enxerto (45). Além disso,
os centros de isolamento de ilhotas geralmente
recebem pancreas nao utilizados para o trans-
plante de 6rgao inteiro, o que faz com que o
tempo de isquemia fria do 6rgdo seja acima do
ideal (>12h) (9). Como a isquemia causa gran-
des danos ao tecido pancreatico, o tipo de solu-
¢ao usada para preservagao do pancreas e di-
minui¢cdo dos efeitos deletérios da hipdxia tem
um papel importante no resultado do transplante
(28). A principal solugdo de preservagao utiliza-
da atualmente € a solugdo de UW (University of
Wisconsin), a qual contém glicose, alguns ele-
trolitos, glutationa e outras substancias que pre-
servam a integridade celular (28). Mais recen-
temente, o uso combinado da solugdo UW e
compostos com alta afinidade por oxigénio (mé-
todo de duas camadas com perfluorocarbono)
melhorou a preservagdo do 6rgdo em alguns
estudos (46-48), mas seu papel parece ser mais
relevante nos casos de isquemia fria prolongada
(49).

Caracteristicas do doador, tais como idade,
sexo, histéria médica prévia, IMC, causa de
morte, uso de agentes vasopressores e o tama-
nho e o conteudo de gordura do pancreas sao
fatores que influenciam a qualidade das ilhotas
isoladas (28,50,51). Pancreas de doadores com
um IMC >25 kg/m2 e/ou com mais de 50 anos de
idade estdo associados a um numero maior de
ilhotas isoladas; porém estas ilhotas podem ter
sua fungao prejudicada (50-53). Um curto tempo
de isquemia fria e a retirada do pancreas por
uma equipe local também séo fatores associa-
dos a um numero maior de ilhotas isoladas
(9,52).

Desafios técnico-laboratoriais

Sabe-se que um dos estagios primordiais
para o sucesso do transplante de ilhotas ¢é o la-
boratorial. Como j& mencionado, a técnica de
isolamento das ilhotas pancreaticas melhorou
bastante apdés a introdugdo do método semiau-
tomatico de Ricordi (33). Entretanto, mesmo nos
centros mais experientes, mais de 50% da mas-
sa de ilhotas é perdida durante as diferentes
fases do isolamento, podendo até impedir que o
transplante seja realizado caso a quantidade de
ilhotas isoladas seja insuficiente (9). O trauma
mecanico causado as ilhotas durante o isola-
mento e a propria agdo da enzima colagenase
usada durante a fase de digestdo podem frag-
mentar as ilhotas, danificando principalmente as
células-a, -0 e PP, localizadas na periferia das
ilhotas (54). Adicionalmente, as complexas re-
des vasculares e neuronais do pancreas sao
destruidas durante o isolamento, o que modifica
a comunicagdo bioquimica entre as células.
Dessa forma, o isolamento das ilhotas resulta
em estresse oxidativo e inflamatério, ocasionan-
do perda da viabilidade celular e aumento da
apoptose (55).

As dificuldades relacionadas ao isolamento
das ilhotas aumentaram nos ultimos 4 anos por-
que a enzima colagenase anteriormente utiliza-
da (Liberase HI™, Roche Pharmaceutics) foi
retirada do mercado, pois havia o risco de
transmissdo de encefalopatia espongiforme,
uma vez que durante a sua producao se utiliza-
va um meio de cultura que continha extrato de
cérebro bovino (9,56). Novas colagenases estéo
sendo testadas para a digestdo do pancreas,
obtendo resultados encorajadores (dados nao
publicados).

Baseando-se no que foi discutido acima,
varios centros de transplante de ilhotas tém fo-
cado suas pesquisas no desenvolvimento des-
tas novas enzimas para digestdo, meios de cul-
tura mais apropriados para manter a viabilidade
e a fungéo das ilhotas e em mudangas no proto-
colo de isolamento, para que no futuro seja ne-
cessario o enxerto de ilhotas isoladas de apenas
um unico doador em cada paciente transplanta-
do (8,17).

Desafios relacionados ao receptor

O acompanhamento dos pacientes apos o
transplante deve ser realizado por uma equipe
médica treinada em endocrinologia, terapia imu-
nossupressora e prevengao de infecgoes. O tra-
tamento adequado das complicacbes pos-
transplante minimiza drasticamente a morbidade
relacionada ao procedimento (9).
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No transplante de ilhotas, assim como no
transplante de pancreas, a persisténcia ou rea-
parecimento de autoanticorpos para componen-
tes das ilhotas estédo correlacionados a uma pio-
ra na evolugdo e podem ser fatores chaves na
faléncia do enxerto (57). Caracteristicas dos pa-
cientes também influenciam o resultado do
transplante. Os pacientes mais jovens, com
maior HbA1c, com perfil clinico sugestivo de re-
sisténcia a agao da insulina e valores de lipidios
séricos mais elevados na avaliagdo pré-
transplante apresentam maior risco de perda
precoce do enxerto (58).

A avaliagdo da fungao do enxerto e os efei-
tos colaterais das drogas imunossupressoras
necessitam atengao especial por parte da equi-
pe médica. Estima-se que 50-70% das ilhotas
sao destruidas no periodo imediato apdés o
transplante, devido as caracteristicas Unicas do
figado, o qual esta exposto a elevados niveis de
glicose, lipideos e toxinas, e também pelo efeito
danoso das drogas imunossupressoras sobre a
secrecao de insulina, viabilidade e proliferagao
das ilhotas (18,59). Entretanto, apés 3 meses,
as ilhotas sobreviventes ja estdo envolvidas em
tecido endotelial e uma rede de capilares, como
demonstrado em um modelo de primata n&o-
humano (60). A avaliagdo da funcdo das ilhotas
remanescentes apds esse periodo € uma tarefa
dificil e, atualmente, ndo existe uma forma direta
de determina-la (9). As formas indiretas mais
utilizadas para avaliacdo da fungao das células-
B sdo: a medida do peptideo-C durante alimen-
tagdo (mixed meal test) (26); a taxa de glico-
se/peptideo-C (61) e o escore beta (determinado
a partir dos valores de glicose plasmatica,
HbA1c, dose diaria de insulina e secregao de
peptideo-C apds estimulagéo) (62). Mais recen-
temente, Caumo et al. (63) descreveram o esco-
re de “Funcgéo Estimada do Transplante”, o qual
baseia-se apenas na dose diaria de insulina e
niveis de HbA1c e pode ser normalizado pelo
numero de ilhotas infundidas. Entretanto, estas
medidas indiretas nao sao ideais para se avaliar
a rejeigdo do enxerto, uma vez que monitoram a
homeostase de glicose, a qual pode ainda estar
intacta durante os estagios iniciais de rejeigao
(28). O desenvolvimento de métodos clinicos
nao-invasivos para detecgao da rejeicdo do en-
xerto em uma fase inicial sera um passo muito
importante para aumentar o sucesso dos trans-
plantes, ja que podera permitir a realizagéo de
intervencdes mais especificas com o objetivo de
prevenir a rejeicao do enxerto (28). Métodos ra-
dioldgicos para se detectar danos as ilhotas an-
tes do surgimento do defeito metabdlico tém
também sido investigados. Monitoramento por
ressonancia magnetica das ilhotas marcadas
com ferro € um método seguro e viavel, mas
necessita ser otimizado (64).

Os niveis plasmaticos dos imunossupres-
sores usados no protocolo de Edmonton devem

ser monitorados com cuidado, objetivando-se
um balango entre a prevengao da rejeicdo do
enxerto e a minimizagao dos efeitos colaterais ja
mencionados (9). Como tanto o tracolimus quan-
to o sirolimus interferem negativamente na fun-
¢ao e proliferagcédo das células-3 (65-68), a modi-
ficagdo do regime de imunossupressédo do pro-
tocolo de Edmonton devera trazer efeitos positi-
vos na fungao e sobrevivéncia do enxerto.

IMPLANTAGAO DO LABORATOR[O DE
BIOLOGIA DAS ILHOTAS PANCREATICAS
HUMANAS NO HCPA

O Laboratério de Biologia das Ilhotas Pan-
creaticas Humanas (BIPH) foi construido no
Servigo de Endocrinologia do HCPA com o obje-
tivo de realizar o isolamento das ilhotas huma-
nas para: 1) desenvolvimento de estudos expe-
rimentais visando o aumento da quantidade e
qualidade das ilhotas isoladas; 2) realizagao de
estudos relacionados a alteragdes funcionais
das células-B em diferentes situacdes fisioldgi-
cas e patologicas; e 3) futura infusao em pacien-
tes com “DM1 labil”.

O laboratério de BIPH foi construido em
uma area de 63,6 m? localizada dentro do Servi-
¢o de Endocrinologia (figura 2). A construgdo do
laboratério foi iniciada em 2008 e concluida no
final de 2009 e foi baseada nas normas estabe-
lecidas pelas RDCs 134 e 210 da ANVISA (43) e
conforme as recomendagdes da equipe de
transplante de ilhotas do Diabetes Research Ins-
titute, University of Miami (EUA). A maior parte
das obras de construgdo do laboratério foi cus-
teada pelo HCPA (Tabela 1).

Tabela 1 - Investimento inicial necessario para a im-
plantacdo do Laboratério de Biologia das Ilhotas Pan-
credticas Humanas no Servigo de Endocrinologia —
HCPA e realizagdo de 10 isolamentos.

Valor (R$)
Instalagdes’ 181.410,50
Equipamentos? 490.000,00
Reagentes e materiais de consumo des- 305.000,00
cartaveis necessarios para 10 isolamen-
tos de ilhotas pancreé\ticas3
Materiais de consumo nao-descartaveis? 16.500,00
Treinamento dos funcionarios no exterior® 110.000,00
Bolsas de pesquisa (iniciagao cientifica, 215.904,00
apoio técnico e p(’)s-doutorado)2
Total 1.318.814,50

1 — Custeado pelo HCPA; 2 — Custeado com verbas de a-
géncias nacionais de fomentos a pesquisa (CNPq, CAPES e
FAPERGS); 3 — Custeados com verbas do FIPE-HCPA e de
agéncias nacionais de fomento a pesquisa (CNPq, CAPES e
FAPERGS).
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Figura 2 - Planta do Laboratério de Biologia das Ilhotas Pancreaticas Humanas (BIPH) localizado no Servigo de Endocrinologia
— Hospital de Clinicas de Porto Alegre. 1 = Entrada no laboratério pelo vestiario (acesso restrito); 2 = Entrada apenas de equi-
pamentos; 3 = Janela de entrada de materiais e pancreas; 4 = Janela de saida de matérias e seringa contendo as ilhotas isola-
das; 5 = Porta de entrada no laboratério (acesso apenas para pessoal com vestimenta e luvas estéreis); 6 = Antecamara de
saida de pessoal. Capela = cabine de seguranca bioldgica classe All. COBE = Centrifuga COBE 2991.

O laboratério de BIPH esta de acordo com
os padrbes estabelecidos para salas cirurgicas
com respeito a pressao positiva interna, uso de
ar-condicionado com sistema de filtragdo HEPA
(high efficiency particulated air) e acesso restri-
to. O controle ambiental mantém o vestiario em
Classe 100.000 (até 100.000 particulas de 0,5
micron ou maiores por m® de ar) e todo o restan-
te da area interna em Classe 10.000. Além do
vestiario para vestimenta do macacéao estéril, o
laboratério inclui a area de escovagao das
maos, a area interna para isolamento e cultura

414

das ilhotas, um depdsito para reagentes, uma
camara-fria e uma antecamara de saida do labo-
ratoério. Todo o mobiliario do laboratério é feito
de inox para facilitar a limpeza e impedir a con-
taminagdo por microorganismos. A area externa
do laboratério, no Servico de Endocrinologia,
apresenta um Laboratdrio de Biologia Molecular
e Celular, uma sala de lavagem de vidrarias com
autoclave e uma sala de CQ das ilhotas isola-
das, a qual contém um microscopio de fluores-
céncia e uma leitora de microplacas de ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay).
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Os seguintes equipamentos foram adquiri-
dos para o inicio das atividades do Laboratério
de BIPH: 3 capelas de fluxo laminar classe lIA, 2
incubadoras para cultura de células, 2 centrifu-
gas refrigeradas, 1 lavadora automatica de célu-
las (COBE 2991), 2 balangas analiticas, 1 bom-
ba a vacuo, 2 bombas peristalticas, 1 freezer -
80°C, 1 freezer -20°C, 1 refrigerador tipo banco
de sangue, 1 microscépio de fluorescéncia in-
vertido para CQ, 1 microscépio de contraste de
fase, 1 microscopio tipo lupa, 1 sonda de tempe-
ratura para monitoramento da temperatura de
digestao, 2 Camaras de Ricordi (Biorep Techno-
logies, Florida, EUA), 1 gradient maker, 1 leitora
de microplacas de ELISA, 1 lavadora de micro-
placas e 1 contéiner de nitrogénio liquido para
congelamento de células. Uma descrigdo deta-
Ihada de todos os equipamentos, reagentes e
materiais de consumo necessarios para o isola-
mento das ilhotas ja foi relatada por outros auto-
res (20,39,69). O gasto inicial com a compra de
equipamentos e reagentes esta descrito na Ta-
bela 1.

O projeto para implantacao do laboratério e
realizagdo dos primeiros isolamentos foi aprova-
do pelo comité de ética em pesquisa do HCPA e
pelo Comité Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP) em 2008. Os pancreas utilizados se-
rdo provenientes de duas fontes. A primeira sera
constituida de pancreas de doadores de drgaos
em ME e disponibilizada pela Central de Trans-
plantes do Estado do Rio Grande do Sul. So-
mente serdo empregados os pancreas nao utili-
zados para transplante convencional duplo de
rim-pancreas ou transplante de pancreas isola-
do. A segunda fonte sera formada por tecido
pancreatico proveniente de pancreatectomias
terapéuticas parciais ou totais. O primeiro isola-
mento foi realizado em novembro de 2010. Es-
tima-se a realizagédo de pelo menos 10 isola-
mentos bem sucedidos e com CQ adequado
para que possamos submeter um novo projeto
para a realizacdo do transplante em pacientes
com “DM1 labil”.

O nucleo da equipe de isolamento de ilho-
tas é formado por uma médica endocrinologista
e por uma bidloga, ambas contratadas pelo HC-
PA e que realizaram treinamento por um ano em
centros de referéncia no exterior. A médica re-
cebeu treinamento no Diabetes Research Insti-
tute da University of Miami (Flérida, EUA) sobre
isolamento de ilhotas humanas e monitoramento
e tratamento dos pacientes transplantados. A
bidloga recebeu treinamento no Laboratory of
Experimental Medicine da Free University of
Brussels (Bruxelas, Bélgica) sobre isolamento
de ilhotas de ratos e estudos da funcédo das cé-
lulas-B. A equipe de isolamento é auxiliada por
alunos de iniciagao cientifica, por um bolsista de
apoio técnico e um aluno de pdés-doutorado, os
quais recebem bolsas disponibilizadas por a-
géncias nacionais de fomento a pesquisa (tabe-

la 1). A equipe envolvida no isolamento de ilho-
tas é chefiada pelo Prof. Dr. Jorge Luiz Gross,
idealizador do projeto e responsavel pela aquisi-
¢ao de verbas para implantagdo do Laboratdrio
de BIPH, e é supervisionada pela Prof®. Dra.
Mirela Jobim de Azevedo, Chefe do Servigo de
Endocrinologia.

A equipe cirurgica responsavel pela retira-
da dos 6rgaos é formada por 2 médicos contra-
tados da Equipe de Transplante de Figado do
HCPA (6rgaos de doadores em ME) e 1 médico
contratado da equipe de Cirurgia das Vias Bilia-
res e Pancreas do HCPA (6rgaos provenientes
de pancreatectomias totais ou parciais).

PERSPECTIVAS

O transplante de ilhotas pancreaticas, com
a utilizagdo dos protocolos disponiveis atual-
mente, mostrou-se efetivo para o tratamento de
pacientes com “DM Iabil”. No entanto, o objetivo
de garantir aos pacientes a independéncia de
insulina a longo prazo nao foi alcangado até o
momento (8,9,21,23). Os melhores resultados
do transplante de ilhotas dependem do aperfei-
goamento de varios aspectos do procedimento e
esforcos neste sentido tém sido realizados em
varios centros. Os principais aspectos em estu-
do baseiam-se no: 1) aumento da disponibilida-
de de ilhotas a serem implantadas, focalizando-
se na obtencdo de um maior nimero de doado-
res, utilizagado de doadores com maior IMC, utili-
zacao de ilhotas de doadores vivos, multiplica-
¢ao das ilhotas em cultura e ilhotas geradas a
partir de células-tronco; 2) protegao das ilhotas
implantadas através da utilizagdo de protocolos
de imunossupressao menos toxicos, local alter-
nativo para o implante das células que ndo o
figado, captagdo de células-tronco do proéprio
paciente para evitar rejeigao, protecao das ilho-
tas ao ataque imunoldgico, uso de drogas com
mecanismo protetor da célula-p [ex: agonista do
glucagon like peptide-1 (GLP-1)-exenatida] e
“reprogramacao do sistema imune” do hospedei-
ro através de infusdo das ilhotas logo apds a
realizacdo de quimioterapia e transplante de
medula 6ssea (8,9,28).

CONCLUSOES

O transplante de ilhotas pancreaticas deve
ser considerado como um tratamento capaz de
diminuir a ocorréncia de hipoglicemias graves e
melhorar o controle glicémico em alguns pacien-
tes diabéticos selecionados. Entretanto, o pro-
cedimento na sua forma atual, ainda considera-
do como pesquisa, nao ¢é indicado para todos os
pacientes com DM1. Dessa forma, esforgos tém
sido feitos para melhorar as diversas etapas do
isolamento, do transplante de ilhotas e do se-
guimento dos pacientes apos o transplante para
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que esse procedimento possa ser incorporado
na pratica clinica.

A implantagdo de um laboratério de isola-
mento de ilhotas é um processo complexo e
demorado e que necessita de investimento alto.
O Laboratério de BIPH do Servigo de Endocrino-
logia do HCPA espera fornecer ilhotas humanas
para pesquisa e, futuramente, se tornar um cen-
tro de referéncia de transplantes de ilhotas e
pesquisa da fungao das células-f no Brasil.
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