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Fxiste a necessidade de se aumentar o niimero de ilhotas isoladas a partir de um
tnico pincreas ¢ de se preservar ao méximo a viabilidade destas para permitir que
alotransplantes pancreaticos humanos possam ser feitos na base de 1 doador: 1 receptor.
Nos estudamos se a adicdo de ruténio vermetho (RV), um metal de transi¢do complexo
relatado como capaz de reduzir o dano pos reperfusdo, para algumas solucBes de
preservagio poderia melhorar o mamero de ilhotas isoladas por péncreas e/ou a viabilidade
de ilhotas pancredticas murinas apds preservagdo a frio. RV, 3 umol/L, foi adicionado a
" solugdio balanceada de sais de Hanks (HBSS), solugho da Universidade de Wisconsin
(UW), ¢ solugfio de Euro-Collins (EC) para dar origem a HBSS-RV, UW-RV, e EC-RV,
respectivamente. A viabilidade das ilhotas foi avaliada apds 24 ¢ 48 horas de preservagéo a
frio por coloragio supravital e por azul tripano e pela redugdo de tetrazolina a formazan.
Nio se observou aumento no nimero de ilhotas obtidas por péncreas pela adi¢fio de RV a
HBSS utilizada para o isolamento. Preservagio em HBSS/HBSS-RV diminuiu
significativamente a viabilidade pés preservago das ilhotas do rato. Para 24 horas de
preservagio, EC/EC-RV conseguiram manter a viabilidade das ilhotas comparavel & das
ilhotas controles e preservadas em UW/UW-RV. Tihotas preservadas por 48 horas em
UW/UW-RV e EC-RV apresentaram viabilidade semelhante 4 das ilhotas comtroles. A
viabilidade de ilhotas pancreaticas apds 48 horas foi melhorada pela administracdo de RV
para os ratos doadores de ilhotas e sua inclusio em EC, embora abordagem clinica
semelhante parea improvavel devido a pobre penetragBo celular e toxicidade sistémica do
RV. Preservagiio em HBSS foi muito deletéria para ilhotas de rato. EC pode vir a ser um
alternativa a HBSS para isolamento e preservago a fiio de ilhotas pancreaticas humanas se
os resultados destes estudos puderem ser repetidos em experimentos in vivo em roedores €
animais de experimentagfio de maior porte. Modelos de diabetes mellitus quimico ¢ de
transplante intraportal isogénico de ilhotas pancredticas em ratos foram implementados

localmente para o prosseguimento destes estudos.
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There is a need to increase islets yields and to preserve to the maximum islet
viability to allow human islet transplants to be done in a 1 : 1 domnor: recipient basis. We
studied if inclusion of ruthenium red (RR), a transitional metal complex reported to
decrease reperfusion injury, to some preservation solutions could improve rat pancreatic
islet yields and/or islet viability after cold storage. RR, 5 pmol/L, was added to Hanks’
based salt solution (HBSS), University of Wisconsin (UW), and Ewro-Collins (EC)
solutions to generate HBSS-RR, UW-RR and EC-RR. Islet viability after 24 to 48-hr cold-
storage was tested with supravital and trypan blue staining, and reduction of tetrazolium to
formazan. Islet yvields were not icreased by inclusion of RR to HBSS used for islet
isolation. Preservation in HBSS/HBSS-RR significantly decrease islet viability. For 24-hr,
EC/EC-RR kept islet viability similar to control and cold-stored islets m UW/UW-RR.
Similarly to UW/UW-RR, EC-RR maintained islet viability comparable to control islets
even after 48-br cold storage. Rat islet viability after 48-hr preservation was improved by
administration of RR to islet donors and its addition to EC, although similar clinical
approach seems impropable mainly due to poor cell penetration and systemic toxicity of
RR. Preservation in HBSS was very noxious to rat islets. EC could be an alternative to
HBSS for islet isolation and short-term cold storage of human pancreatic islets if the results
of these studies could be repeated in /» vivo experiments with rodents and larger
experimentation animals. Models of rat chemical diabetes mellitus and intraportal
transplantation of pancreatic islets were developed locally to allow prosecution of these

studies.
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1.1. IMPACTO POPULACIONAL DO DIABETES MELLITUS

Diabetes mellitus € uma das desordens enddcrinas mais freqiientes em todas as
populagdes e todos os grupos etarios (MANDRUP-POULSEN, 1998). E uma sindrome
geneticamente determinada com distirbios no metabolismo de carboidratos, proteinas e
gorduras, associada a deficiéncia relativa ou absoluta de secregfio de insulina e varios graus
de resisténcia insulinica, que em sua forma completa de expressdo € caracterizada por

hiperglicemia e doenca vascular aterosclerdtica e microangiopatica (FAJANS, 1991).

Os dois principais subgrupos da sindrome sdio classificados quanto 2
necessidade de msulina ao diagnéstico em tipo 1 (insulino-dependente) e tipo 2 (nfio
insulino-dependente). O diabetes tipo 1 representa cerca de 10% dos casos enquanto o tipo
2 ¢ responsavel pela vasta maioria dos restantes (FAJANS, 1991; UNGER & FOSTER,
1998).

Estima-se que 4% da populagio mundial adulta seja portadora de diabetes
mellitus e a proje¢éio € que o nimero de acometidos passe de 135 milhGes (1995) para 300
mithdes em 2025, elevando a prevaléncia da sindrome no globo para 5,4%. Espera-se que
o aumento maior ocorra em paises em desenvolvimento (HILARY, AUBERT, HERMAN,
1998).

Em 1992, o estudo brasileiro multicéntrico sobre a prevaléncia de diabetes
mellitus avalion em 5 milhdes o numero de diabéticos no pais - 7,6% dos 140 milhdes de
brasileiros - (MALERBI&FRANCO, 1992). Atualmente, o Brasil estd entre os 10 paises
com maior miumero de diabéticos e deve encontrar-se nesta posicio em 2025 (HILARY et
al, 1998).

_ A importincia desta sindrome pode ser apreciada quando se observa que:
retinopatia diabética ¢ a maior responsavel por deficiéncia visual em adultos nos Estados
Unidés (EUA) (CLARK }I&LEE, 1995); nefropatia diabética € a causa preponderante de
insuficiéncia renal cronica nos EUA, crescendo numa taxa 2 vezes maior do que a das
demais causas (US RENAL DATA SYSTEM, 1998), sendo, também, no Brasil uma das

causas mais fregiientes de uremia crbnica, com incidéncia aumentando a cada ano
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(COMISSAO REGIONAL DE NEFROLOGIA SP E CENTRO DE INF ORMATICA DA
EPM, 1994); diabetes mellitus é a principal causa de neuropatia, amputacio e impoténcia
no mundo ocidental, uma das majores causas de infarto do miocérdio € acidente vascular
cerebral, e uma das mais freqiientes doengas cronicas debilitantes da infincia (NATHAN,
1993; SELBY et al., 1993; UNGER&FOSTER, 1998).

O impacto econdmico do diabetes mellitus nfio é menor do que seu impacto
sobre a satde dos acometidos. Atualmente, estima-se que cerca de 2-3% do or¢amento da
satide dos paises seja destinado ao manejo dos pacientes diabéticos. Com o aumento da
prevaléncia mundial da desordem, os gastos devem crescer proporcionalmente (BENGT,
1998).

Nos EUA onde a prevaléncia de diabetes meliitus diagnosticado ¢ cerca de 3%,
8% do orcamento da sainde em 1997 foi destinado para pacientes com a condi¢fo, uma vez
que o gasto per capita com o individuo diabético € cerca de 4 vezes maior do que com 0s

demais individuos (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 1998).

A descoberta de que o pincreas estava envolvido no controle da concentracio
de glicose sanguinea de animais e de seres humanos e a posterior identificagdo de uma
substincia produzida pelas ilhotas de Langerhans do pancreas que reduzia a glicose no
sangue fazem parte de uma verdadeira saga de cientistas em busca do entendimento do
diabetes mellitus. Tais estudos permitiram a Banting ¢ MaCleod o isolamento da insulina,
seu uso clinico em 1922, ¢ a obtengdio do prémio Nobel de medicina em 1923. A histéria
destas descobertas esta além dos objetivos desta tese e foi recentemente por nds revista
(DELFINO&MOCELIN, 1997).

A introducdo da insulina na prética médica transformou o diabetes tipo 1 de
uma condigdio aguda, rapidamente fatal, em uma doenca cromica progressiva pois seu uso
ndo evita, em cerca de 40-50% dos acometidos, apos 10-20 anos de duragdo da doenga, o
aparecimento de complicagdes cronicas debilitantes, tais como, deficiéncia visual,
nefropatia, neuropatia ¢ doenga cardiovascular que acarretam redugdo de pelo menos 10
anos na expectativa de vida destes pacientes (PIRART, 1978; DECKERT, POULSEN,
LARSEN, 1978).

Introducdo
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O principal determinante do desenvolvimento destas complicagdes cronicas nos
diabéticos tipo 1 ¢ a hiperglicemia mantida. Os estudos de REICHARD, NILSON,
ROSENQVIST (1993) e do “Diabetes Control and Complications Trial” (DCCT, 1993)
comprovaram que tratamento intensivo com insulina reduz em cerca de 50% o
aparecimento de complicages microvasculares do diabetes. Nos EUA, foi estimado que a
implementagio de tratamento intensivo com insulina melhoraria a qualidade de vida e
aumentaria em 5,1 anos a sobrevida dos diabéticos tipo 1 (de 56,5 para 61,6 anos),

principalmente pela redu¢do na prevaléncia da nefropatia diabética (DCCT, 1996).

Tal tratamento intensivo, no entanto, requer varias monitorizagdes da glicemia e
pelo menos 3 injegdes didrias de insulina, dificultando sua aceitagio pelos pacientes e
resultando em um mimero aumentado de episddios severos de hipoglicemia. Além disto, ¢
mais dispendioso e néo fornece o controle minuto a minuto da glicemia, como verificado

pelos niveis subnormais de hemoglobina glicada.

Os resultados de REICHARD et al. (1993) € do DCCT (1993), somados ao
reconhecimento dado pela Associagio Americana de Diabetes ao transplante de péncreas
ndo apenas no contexto de transplante combinado de rim e pincreas para o crénico renal
mas, também, para aqueles diabéticos com hipoglicemias ou  hiperglicemias ou
cetoacidoses repetidas e sérias (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2000),
reacenderam o animo dos médicos e pesquisadores envolvidos com a reposigio da fungio
endécrina do péncreas por transplante para diabéticos tipo 1, quer seja por meio do
péncreas total, quer seja pelo transplante de ilhotas pancreaticas isoladas.

1.2. TRANSPLANTE DE PANCREAS E DE ILHOTAS PANCREATICAS

A primeira tentativa de transplante de partes do pancreas de uma ovelha para
um menino morrendo de cetoacidose diabética foi descrita em 1894 (WILLIAMS, 1894).
Em 1966, KELLY, LILLEHEIL, MERKEL realizaram o primeiro transplante pancreatico
efetivo em humanos (1967). Desde entfio, as curvas de sobrevida dos enxertos e dos

receptores vém melhorando progressivamente especialmente devido as melhorias nas
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técnicas cirGrgicas, nas drogas imunossupressoras, na selegdo dos receptores e no
desenvolvimento de uma solugdo especificamente desenhada para a preservacdo deste

orgéo, solugdo da Universidade de Wisconsin (UW).

Para comparagio, entre 1966-1977, 60 transplantes de péncreas foram
realizados no mundo: apenas 2 deles funcionaram por mais do que 1 ano e cerca de 60 %
dos receptores morreram no periodo pés-operatorio (SUTHERLAND, 1984). Atualmente,
com mais de 15.000 transplantes relatados ao Registro Internacional de Transpiantes de
Pancreas, sobrevidas de 1 ano para enxertos pancredticos encontram-se entre 70-82%,
menor para o pancreas transplantado isoladamente do que em combinagio com o rim. Para
o mesmo intervalo, a sobrevida dos receptores encontra-se ao redor de 95%,
independentemente do tipo de transplante de pancreas realizado (BRETZEL, 1997). Tais

figuras sio semelhantes &s verificadas em transplantes de outros orgos sélidos.

Tem sido demonstrado que o péincreas transplantado € capaz de funcionar por
10- 20 anos (ROBERTSON, SUTHERLAND, LANZ, 1999), de normalizar o metabolismo
dos lipides, preservar a contra-regulagfio do glucagon ¢ melhorar a qualidade de vida dos
recepiores, porém, sem efeito aparente na patologia retiniana e nas complicagbes
macrovasculares do diabetes (ALLEN, 1997; HRICIK, 1998; STRATA 1998;
ROBERTSON et al, 1999; NANKIVELL et al., 2000). Sugere-se que a falta de melhora na
retinopatia seja devido a elevada prevaléncia de retinopatia prokferativa avancada quando
do transplante destes pacientes (WANG et al.,1994), o que é reforgado por estudos de
microscopia intravital com utilizagio de computador que revelam melhora significativa da
microangiopatia da conjuntiva bulbar pelo transplante combinado de péncreas e rim mas
nio no isolado de rim (CHEUNG, PEREZ, CHEN, 1999).

O transplante de péncreas influencia positivamente o curso da neuropatia
(TYDEN et al., 1999; CASHION et al, 1999) e nefropatia (FIORETTO et al., 1998).
Longo tempo de normoglicemia parece ser importante para a evidenciagéio de methora da
neuro ¢ da nefropatia ap6s o transplante pancreatico (FIORETTO et al., 1993; NAVARRO
et al., 1997, FIORETTO et al, 1998; STEGALL et al., 2000).
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Ha evidéncias recentes de que este tipo de transplante aumente também a
sobrevida do diabético urémico que o recebeu em oposiciio ao que foi transplantado apenas
com o rim ( TYDEN et al, 1999; SMETS et al., 1999; BECKER et al., 2000).

Deve-se ressaltar o fato de que mesmo frente aos resultados apresentados o
transplante de pincreas é uma cirurgia de grande porte, nio isenta de complicacBes
potencialmente sérias (HRICIK, 1998; GETTMAN et al, 1998; BECKER, COLLINS,
SOLLINGER, 1998; ROBERTSON et al, 2000), as quais sfio mais freqlientes em centros

nos quais o procedimento encontra-se em fase de implementacéo.

Neste sentido, o transplante de ithotas pancredticas passa a ser uma alternativa
atrativa, por ser um procedimento menor, sem os riscos das complicagdes potencialmente
sérias verificadas com o transplante de péncreas total e, pela possibilidade de
imunoisolamento das ilhotas, abre perspectiva para xenotransplantes (LANZA&CHICK,
1997).

A promessa de reposicfio da fungfo enddcrina do péncreas pelo transplante de
ilhotas pancredticas comegou a se¢ desenhar quando HELLERSTROM (1964), utilizando
microdissec¢io manual sob visdo estereomicroscOpica demonstrou ser possivel separar

ilhotas de Langerhans, intactas, do restante do estroma pancreatico.

No ano seguinte, MOSKALEWSKI (1965) utilizou colagenase pela primeira
vez para obter o isolamento das ilhotas pancredticas. BALLINGER&LACY (1972)
comprovaram ser possivel a reversdo do estado diabético de roedores pelo transplante
intraportal isogénico de ilbotas pancredticas purificadas. A espera para a demonstragéio da
funcionalidade deste transplante perdurou por quase 20 anos quando WARNOCK et al.
(1991), utilizando ilhotas isoladas a partir de 5 pancreas demonstraram que os resultados
alcancados por Ballinger ¢ Lacy em roedores podiam também ser obtidos em humanos.

Os resultados mundiais dos alotransplantes intraportais de ilhotas pancreaticas
humanas, até muito recentemente, cram desapontadores se comparados aos obtidos com o
transplante de péncreas total: insulino-independéncia por mais que uma semana e mais que
um ano em respectivamente 12 ¢ 8% dos receptores (GRUESSNER, SUTHERLAND,
GRUESSNER, 1998).
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O interesse no transplante de ilhotas pancreaticas para a cura do diabetes tipo 1
foi renovado com a publicacio recente dos estudos de SHAPIRO et al (2000) que
conseguiram obter insulino-independéncia em 7 pancientes diabéticos tipo 1, ndo urémicos,
pelo alotransplante de ilhotas pancreaticas. A imunossupresséo foi baseada em indugéio com
anticorpo monoclonal anti-CD25, sirolimus e baixa dose de tacrolimus, nfio se utilizando
corticosterdides ou ciclosporina. Ndo houve, também, cultura das ithotas previamente ao
transplante e cada paciente recebeu ilhotas de 2 a 4 doadores em 2 ou 3 transplantes

SUCessivos.

Anteriormente a estes estudos, estimava-se que do total de cerca de 1 milhfio de
ilhotas pancreiticas contidas em um péncreas humano (BISHOP&POLAK, 1991), o
transplante de cerca de 300.000 equivalentes de ilhotas -mimero obtido por transformagio
matemdtica que faz com que todas as ilhotas obtidas sejam consideradas como tendo
didmetro médio de 150 pm- fosse suficiente para abolir a necessidade de insulina do
paciente diabético (PZYDROWSKI et al., 1992). Tal estimativa era feita a partir de auto-
transplantes de ilhotas pancreaticas para pacientes que tiveram seus pancreas removidos

para alivio da dor da pancreatite crnica.

No entanto, nos estudos de SHAPIRO et al. (2000), para atingirem insulino-
independéncia os receptores receberam, em média, mais que o dobro do volume
previamente estimado como suficiente para reverter o estado diabético pos-
pancreatectomia, em concorddncia com as observagbes anteriores do volume de ilhotas
transplantadas nos casos de insulino-independéncia pelo alotransplante de ilhotas
pancreaticas para diabéticos tipo 1 (SUTHERLAND et al., 1996; INTERNATIONAL
ISLET TRANSPLANT REGISTRY, 2000).

Virios fatores parecem estar envolvidos na necessidade de uma massa maior de
ilhotas pancresticas para a reversio do diabetes mellitus tipo 1 por transplante, incluindo-
se: alo e auto-imunidade, toxicidade direta para células B dos corticosterdides, ciclosporina
e tacrolimus - torna-se ainda mais importante uma vez que estas drogas sfio varias vezes
concentrados no figado, local de implante das ilhotas transplantadas - , presenca de
isquemia fria apés o isolamento das ilhotas e seu transplante (ROEP et al, 1999
ROBERTSON, 2000; WHITE et al., 2000; ROBERTSON et al, 2000 ).
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O transplante de ilhotas pancredticas ndo regulariza a contraregulagdo da
insulina pelo glucagon (KENDALL et al, 1997) ¢ sua funcdo a longo prazo ndo é bem
conhecida, embora revisdes sobre o tema relatem que sobrevidas de auto € alotransplantes
por 10-13 anos encontram-s¢ documentadas (SUTHERLAND et al, 1996;
INTERNATIONAL ISLET TRANSPLANT REGISTRY, 2000; ROBERTSON, 2000;
ROBERTSON et al, 2000).

Para que se evite desperdicio de pancreas, um desafio a ser vencido é o de se
conseguir aumentar o numero de ilhotas obtidas a partir de cada péncreas ¢ manter ao
maximo a viabilidade das ilhotas isoladas, objetivando-se uma maior massa de células B,

capaz de promover reversio do diabetes na base de 1 doador: 1 receptor.

No transplante clinico de ilhotas pancredticas existe um intervalo natural de
tempo no qual as ithotas isoladas devem ser preservadas, com a maior viabilidade possivel,
de forma que se possa proceder a selecdo imunoldgica ¢ o preparo adequado do receptor.
Dentre as técnicas disponiveis, a preservagdo a frio € o método mais simples, menos

dispendioso e com menor risco de contaminagéo (JINDAL&GRAY, 1994).

1.3. PRESERVACAO A FRIO DE PANCREAS E TLHOTAS PANCREATICAS

Os principios gerais que dirigem a preservagio a frio de 6rgos foram alvo de
revisdes (BELZER&SOUTHARD, 1988; WEIGHT, BELL, NICHOLSON, 1996). As
particularidades da preservagdo do pancreas, como por exemplo, a importante
suscetibilidade ao edema celular (especialmente do componente exocrino), fluxo sanguineo
mais lento comparativamente ao rim (lesdo endotelial se perfundido com pressdo
semelhante & utilizada para rins), maior predisposicio para acidose intracelular devido a
maior permeabilidade para glicose e pelo fato da glucoquinase tissular (hexoquinase IV),
nfic ser inibida pela glicose 6 fosfato (G-6-P), foram salientadas por FLORACK (1988) ¢
BELZER&SOUTHARD (1988), formando a base para o desenvolvimento de uma solucio
especificamente desenhada para a preservagdo a frio do pancreas (WAHLBERG,
SOUTHARD, BELZER, 1986; WAHLBERG et al., 1987), a solugdo da Universidade de
Wisconsin, (UW, Viaspan®).

Introdugdo
37



BELZER&SOUTHARD (1988), relatam que a hipotermia ocasiona diminui¢éo
no ritmo em que as enzimas celulares degradam os componentes essenciais para a
viabilidade dos tecidos, sendo que a maioria das enzimas de amimais homeotérmicos t€m
sua atividade 1,5-2 vezes diminuida para cada 10 ° C de decréscimo da temperatura abaixo

da temperatura corporal.

CALNE et al. (1963), utilizando os conceitos de hipotermia, demonstraram que
a simples manutencio em gelo de rins de cées contendo sangue autdlogo heparinizado

poderia resultar em preservagdo funcional, demonstrada por autotransplante, para cerca de
12 horas.

A atividade da enzima Na'-Kt-ATPase é fundamental para a manutencéio do
volume celular. Frente a hipotermia ocorre inibigdo de sua atividade e por gradientes
eletroquimicos e de concentragBes, fons sodio e dgua entram na célula, enquanto outros
jons, especialmente potéssio e magnésio, saem. Devido a4 excesso de &nions nfio difusfveis
no intracelular, o balanco acarreta edema e rotura da célula e de suas organelas
(MaCKNIGHT&LEAF, 1977).

COLLINS, BRAVO-SHUGARMAN, TERASAKI (1969), demonstraram que
preservagio em gelo com uma solugio de contetido de potssio € magnésio semeihante ao
intracelular possibilitava sobrevida funcional de rins de doadores cadaveres por 30 horas.
Posteriormente, foi observado que o magnésio, o qual, por vezes, precipitava-se na forma
de fosfato de magnésio, poderia ser omitido da solu¢do de Collins sem que ocorresse
deterioracdio para os 6rgdos nela preservados (solugdo de Euro-Collins), muito embora
COLLINS et al. (1984) insistam que a presenga do magnésio seja importante para a

preservagéo renal, especialmente por periodos maiores do que 24 horas.

Necrose e apoptose contribuem para o dano celular que ocorre na isquemia-
reperfusio (SAIKUMAR et al.,1998). Tal dano ¢ decorrente de miltiplos mecanismos
complexos e interconectados, incluindo-se: ativag@io de fosfolipase Aj, proteases, e
enzimas lisossomais, com subseqiiente autodigestio de membranas e componentes
celulares; acumulo local de polimorfonucleares com produgdo de espécies reativas do

metabolismo do  oxigénio (ERMO, termo sugerido para a literatura nacional por
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FERREIRAG&MATSUBARA, 1997); produgdo intracitoplasmdtica de ERMO por
diferentes vias metabolicas, incluindo-se a da conversdo de xantina-desidrogenase para
xantina-oxidase (producdio intramitocondrial de ERMO também ocorre) e formagio de
megacanal mitocondrial, com subseqiiente inibicio da fosforilagdo oxidativa e acelarag8o
da hidrolise de ATP. Ha evidéncias de que o aumento de célcio citos6lico e mitocondrial
visto no periodo de isquemia-reperfusdo possa estar envolvido nestes mecanismos citados
de morte celular (COTTERILL et al., 1989; TAKEYAMA, MATSUQ, TANAKA, 1993;
WEIGHT et al.,1996; KRISTIAN&SIESIO, 1998).

BELZER&SOUTHARD (1988), sugerem que as solugGes de preservagéo a frio
devam conter elementos que minimizem o edema celular causado pela hipotermia,
previnam a acidose celular, evitem a injiiria dos tecidos por ERMO e fornegam substratos

energéticos para a regeneragdo de adenosina trifosfato (ATP) durante a reperfusio.

Para a preservagdo clinica a frio do péncreas, vérias solugdes como, por
exemplo, citrato hiperténico e Euro-Collins, tém sido utilizadas, sendo a solugo da
Universidade de Wisconsin a associada com os melhores resultados (KALAYOGLU et al,,
1988; D’ALESSANDRO et al., 1989)

Quanto ao isolamento de ilhotas de péancreas submetidos a preservacio
hipotérmica, ilhotas vidveis podem ser obtidas de péncreas de ratos, cies e humanos, apos
periodos de até 24 horas de hipotermia em solugdo de UW (MUNN et al., 1989; ZUCKER
et al., 1989; KNETMAN et al.,1990), e a mesma solucdo e algumas solugdes derivadas séo
as mais apropriadas para a preservagdo das ilhotas isoladas no periodo que antecede o
transplante (DELFINO et al., 1993; INDAL&GRAY, 1994).

Com referéncia & HBSS, solugfio freqiientemente utilizada para isolamento e
preservago a frio por curto prazo de ilhotas pancreaticas de animais de experimentagéo ¢
seres humanos, a mesma vem sendo mostrada como deletéria para a preservagéio das ilhotas
mesmo para periodos muito curtos de preservagio (KENMOCHI et al., 1998; SUGIYAMA
et al, 1999) .
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Com a metodologia atualmente utilizada, a obteng@o das ilhotas pancreaticas
representa processo traumético para as mesmas, que s3o submetidas, entre outros fatores, &
acdo de enzima proteolitica, colagenase ou liberase - colagenase altamente purificada -
(LINETSKY et al., 1997), bruscas alteragdes de temperatura, multiplas centrifugagdes em
diferentes fluidos, de diversas propriedades fisico-quimicas. O isolamento de ilhotas
pancredticas constitui-se mum periodo ultracurto de isquemia fria e um periodo, ainda que

curto, de preservagio a frio é esperado para a maioria dos transplantes a serem realizados.

Existe espago para desenvolvimento de novas solugdes de preservagdo ou
inclusio de aditivos para as j& existentes, visando-se reduzir ainda mais estas injirias, na
tentativa de se obter aumento da massa vidvel de células B a partir de um tnico doador e
tornar o alotransplante de ilhotas pancredticas ainda mais competitivo frente ao transplante

do péancreas total.

1.4. EFEITOS BIOLOGICOS DO RUTENIO VERMELHO

Ruténioc vermelho (RV), [(NHj)s-Ru-O-Ru(NH;),-O-Ru(NH3)5]Cls, forma
oxiclorada do metal de transigio ruténio, tem sido utilizado como um marcador para
microscopia eletronica devido a sua capacidade de formar complexos eletro-densos com o
tetroxido de 6smio (LUFT, 1971a; LUFT, 1971b). O corante € capaz de mnibir a entrada de
célcio no citoplasma (HOWELL, MONTAGUE, TYHURST, 1975; MALECOT, BITO,
ARGIBAY, 1998) e mitocOndria de muitos tipos celulares (REED&BYGRAVE, 1974,
CARAFOLI, 1994). Em modelos experimentais, o RV tem sido capaz de diminuir o dano
reperfusional em coragdes (FIGUEREDO et al., 1991; BENZI&LERCH, 1992; MIYAME
et al, 1996) e em mitocOndrias hepéticas isoladas (TAKEYAMA et al, 1993;
LEMASTERS et al., 1997).

RV foi mostrado como altamente efetivo contra o dano do estresse oxidativo
em  hepatécitos  (GROSKREUTZ, BRONK, GORES, 1992), mibeitos
(PARAIDATHATHU, DE GROOT, KEHRER, 1992), esplentcitos (ZAMZAMI et al,

1995), e capaz de diminuir a toxicidade celular em muitos modelos onde o ciclo
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mitocondrial de calcio é julgado importante, como na toxicidade meuronal por glutamato
(DESSI, BEM-ARIL, CHARRIAUT-MARLANGUE, 1995), toxicidade retiniana
experimental por chumbo (MEDRANO&FOX, 1994), injiria celular renal induzida por
cisplatina e por conjugados de cisteina (CHEN, JONES, STEVENS, 1994; KIM, JUNG,
KIM, 1997), cardiotoxicidade da doxorubicina (CHACON&ACOSTA, 1991). Ruténio
vermelho é também capaz de diminuir in vitro e in vivo a fungfio de células T de maneira
semelhante & rapamicina (DWYER, GORDON, JONES, 1995).

Ruténio vermelho é biologicamente ativo em células § onde inibe canais de
célcio voltagem-dependentes no sarcolema, diminui a entrada mitocondrial de célcio e a
secregdo de insulina (HOWELL et al,, 1975; HERCHUELZ, COUTURIER, MALAISSE,
1980). Tais agdes combinadas justificam a tentativa de utilizacdo do RV como aditivo para
solugdes de preservagéo celular a frio.
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Os objetivos deste estudo foram:

1)

2)

3

Avaliar se a adicio de RV a solugdo balanceada de sais de Hanks (HBBS) poderia
aumentar o nimnero de ilhotas isoladas por pancreas e/ou preservar melhor a viabilidade

de ilbotas pancreaticas recém-isoladas do rato.

Estudar se a inclusio de RV em HBSS, solugdo da Universidade de Wisconsin (UW) e
solugdo de Euro-Collins (EC) poderia methorar a viabilidade de ilhotas pancredticas

murinas ap6s 24 € 48 horas de preservagio a frio.

Estabelecer os modelos do rato diabético e do transplante intraportal isogénico de
ilhotas pancreaticas para permitir realizaciio de estudos in vivo de preservagéo a frio de

ilhotas pancredticas do rato.
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3.1. MATERIAIS E METODOS PROPRIAMENTE DITOS

O trabalho experimental foi realizado no Biotério do Hospital Universitario e
no Laboratério de Pés-Graduagdio da Universidade Estadual de Londrina, Parana. Sempre
que foi necessédrio o concurso de um colaborador em um dado experimento, o mesmo foi

Maria Emilia Favero.

3.1.1. Animais.

Ratos Wistar machos entre 12-16 semanas de vida, obtidos junto ao biotério
central da Universidade Estadual de Londrina. Ratos Lewis (LEW) isogénicos (12-22
semanas) ¢ Wistar-Furth (WF) isogénicos (12-31 semanas) foram fornecidos pelo Biotério
do Hospital Universitdrio da Universidade Estadual de Londrina. Todos os animais
receberam alimentacéio apropriada para ratos (Nuvilab CR 1 ®) e dgua ad libitum.

3.1.2. Solucdes de preservacio.

UW foi obtida junto & Du Pont Pharmaceutical (Willmington, DE). HBSS fo1
comprada de Sigma Chemical Co., St, Louis, MO, ¢ EC foi adquirida de Fresenius
Laboratories, Campinas, Brasil. 20 mmol/L. de 1 M tampéo HEPES foram adicionados a
HBSS antes do uso. 3 mmoV/L de glutationa reduzida (GSH, Sigma) foram acrescentados a
UW imediatamente antes de seu uso. 5 umolL de RV (Sigma, 40% puro), foram
adicionados a HBSS, UW ¢ EC dando origem as solugGes HBSS-RV, UW-RV ¢ EC-RV.
Aditivos para UW (insulina 10 U/L, trimetoprim/sulfametoxazol 0,5 mL/L ¢ dexametasona
8 mg/L) nio foram utilizados neste estudo. A composicio de HBSS, UW ¢ EC ¢

apresentada no anexo 1.
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3.1.3. Esterilizacdio.

Os estudos foram realizados com o menor grau de contaminacfo possivel. Os
instrumentos cirtrgicos e as vidrarias, ap6s terem sido lavados, foram passados em solugfo.
de HCl a 10% e completamente enxaguados com agua destilada para remover quaisquer
residuos, sendo, entfio, esterilizados por autoclave. Qualquer material plastico foi adquirido
pré-esterilizado. As solugdes foram esterilizadas por filtragem através de filtros Millipore®
de poros de 0,2 um ou 0,45 um de didmetro, na dependéncia da solucéo a ser esterilizada.

3.1.4. Preparo da colagenase.

Solugdio de colagenase foi preparada pela adigfio de colagenase tipo XI, Sigma,
obtida de cultura de Clostridium histolyticum, 34 HBSS. A concentragio de colagenase
utilizada foi de 1 mg/mL. Um misturador magnético foi utilizado para assegurar a completa
dissolugdio da colagenase. As solugdes foram filtradas através de filtros Nalgene® de poro
0,45 pm e transferidas, dentro de uma camara de fluxo laminar, para tubos plasticos
cdnicos estéreis de centrifugacio de 50 mL, previamente identificados. As solugdes assim

preparadas foram mantidas a -70 °C, at€ seu uso.

3.1.5. Gradientes de Euro-Ficol.

Ficol 400, Sigma, foi dissolvido lentamente, com auxilio de um misturador
magnético ¢ a temperatura ambiente em Euro-Collins. Peso/Volume, foram preparados
gradientes com a seguintes proporg¢les: 25%, 23%, 21% e 11%. Apés o preparo, os
gradientes, em cimera de fluxo laminar, foram filtrados através de filtros Millipore® de

poro 0,45 ym para tubos estéreis, de 50 mL, e armazenados em geladeira.
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3.1.6. Solucio de ditizona.

6.8 mg de ditizona, Sigma, foram dissolvidos em 4 mL de dimetilsulfoxido
(DMSO) ¢ depois adicionades & 16 mL de HBSS. Agua destilada foi adicionada até
completar o volume de 100 mL e a solugdo filtrada em papel filtro. A ditizona tem alta
afinidade por zinco, material abundante nos granulos das ilhotas pancredticas € €Scasso no
tecido ex6erino pancredtico Esta soluggio cora as ilhotas fortemente em vermelho e ndo cora

o tecido exderino (LATIF, NOEL, ALEJANDRO, 1988).

3.1.7. Solug¢do tampio para estreptozocina (STZ).

A soluciio de tampdio acetato-acido acético para estreptozocina (Sigma) foi
preparada como se segue: 82 mg de acetato de sédio foram adicionados 4 900 mg de cloreto
de sodio. A mistura foi a seguir dissolvida em 50 mL de 4gua destilada. O pH da solugdo
foi reduzido 3 5 pela adigiio de 4cido acético glacial ¢ dgua destilada foi adicionada até
completar 100 mlL. A solugdo foi, entfio, fitrada em filtros Nalgene® de 0,2 pm.

3.1.8. Producéo de diabetes experimental.

Para indugio de diabetes experimental, estreptozocina (STZ), Sigma, foi
dissolvida na solugdo tampdo acima descrita (20 mg/ml), mantida a 4 °C, e utilizada
imediatamente apos o preparo. Cada rato era pesado, anestesiado com éter etilico, e recebia
injecio de 40, 50 ou 60 mg de estreptozocina em uma das veias sublinguais, na
dependéncia do estudo. STZ foi também administrada endovenosamente (EV) em uma das
veias da cauda e intraperitonealmente (ip.) para ratos Wistar-Furth. O estado diabético foi
documentado por perda de peso e por 2 glicemias acima de 400 mg/dL (22,1 mmol/L}, 14

dias ou mais apos a injegio.
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3.1.9. Coleta de amostras de sangue.

Amostras de sangue foram obtidas pela amputacio de um fragmento muito fino
das pontas das caudas dos animais. Sob anestesia inalatoria com éter etilico, cerca de 0,2
mL de sangue eram coletados em microfrascos Ependorff de centrifugacéo de 0,4 mL, com
tampa. O soro era separado, por centrifiigacfio, numa microcentrifuga Beckman.

3.1.10. Determinacéo da glicemia do rato.

As glicemias foram determinadas em um glicosimetro Beckman II. Este
glicosimetro mede a queda na tensfo de oxigénio que ocorre quando uma amostra de 10 pl
de soro € introduzida em seu recepticulo contendo glicose oxidase. A glicose oxidase
desdobra glicose a 4cido glicurbmico e perdxido de hidrogénio. O Instrumento era
previamente calibrado contra uma solugéio padrio de 150 mg/dl de glicose, Beckman e ¢
padrio checado apés cada 10 determinagdes. Para manter a linearidade das leituras, as

amostras dos animais diabéticos foram previamente diluidas ao meio com 4gua destilada.

3.1.11. Isclamento das ilhotas pancreaticas do rato.

Ihotas pancredticas foram isoladas por injecfio ductal de colagenase como
descrito por SUTTON et al., (1986). Apés indugo anestésica com éter etilico, os animais
foram submetidos a tricotomia abdominal. Enquantos mantidos em anestesia inalatoria com
éter, por meio de uma laparotomia mediana, o ducto biliar comum foi canulado no ponto da
entrada do ducto no duodeno e fixado no local com fio de seda 4-0. O ducto biliar comum
era ligado ao nivel do hilo hepatico para evitar refluxo de colagenase para este 6rgéo. O
animal era exangiiinado, apés o que 5 ml de colagenase a 4°C eram injetados
intraductalmente de modo a obter distensfio homogénea do érgdo. O péncreas era removido,
transferido para um tubo plastico de 50 mL, e transportado em gelo até o laboratério de

isolamento de ilhotas pancreaticas.
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No laboratdrio, o péncreas era transferido para outro frasco semelhante,
contendo 5 mL de HBSS previamente aquecida a 38 °C. Apés isto, era incubado na mesma
temperatura por 20 minutos, quando o frasco era removido e agitado levemente por 30
segundos. Neste ponto, 10 ml. de HBSS gelada contendo 4 g/L. de Albumina Sérica Bovina
fracio V, (BSA, Sigma), eram adicionados ao tubo contendo o pancreas para promover
cessagio da digestdio enzimética da colagenase. HBSS gelada foi utilizada em todas as
etapas de lavagem posteriores. O péncreas digerido era filtrado através de uma peneira de

nailon -poro de 0,75 mm-.

Apds o filtrado ter sido centrifugado e lavado por 2 vezes, o sobrenadante era
cuidadosamente removido e o precipitado suspenso em 5 mlL de Euro-Ficol 25% por
pancreas. Consecutivamente, este material era recoberto por camadas de 2 ml./péncreas de
Euro-Ficol 23%, 21% e 11%. Uma tltima camada de HBSS era entdo adicionada. O tubo
era centrifugado, 800 x g, numa centrifuga refrigerada a 4 °C, por 10 minutos. As ithotas
foram obtidas da interface Euro-Ficol 21%/11%, centrifugadas e lavadas por 2 vezes. O
total de ilhotas foi avaliado por técnica de amostragem ¢ a pureza confirmada apos
coloracio com ditizona. Anexos 2 e 3 apresentam figuras representativa de ilhotas
pancreaticas do rato separadas do tecido exdcrino em gradientes descontinuos de ficol. No

anexo 4 podem ser vistas ilhotas pancreaticas do rato recém-isoladas coradas pela ditizona.

3.1.12. Transplante intraportal de ilkotas pancreaticas no rato.

Receptores com diabetes quimico induzido por estreptozocina, com glicemia
persistentemente acima de 400 mg/dL, eram submetidos & anestesia geral com cloridrato
de cetamina (70 mg/kg), i.p., ¢ ap6s tricotomia abdominal, laparotomia mediana era
realizada de forma a expor a veia porta.

Para cada transplante, na dependéncia do experimento, de 2000 a 3000 ithotas
isoladas a partir de 2-4 doadores eram lavadas e suspensas em 0,5 mL de HBSS,
transferidas para uma seringa plastica de 1 mL e injetadas na veia porta dos receptores,
como descrito por KEMP et al. (1973).
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Apds a injecfio das Uhotas, mantendo-se a agulha em posigdo, a seringa era
lavada por 2 vezes com sangue do receptor, para evitar que ilhotas permanecessem na
seringa. Um pequeno pedago de espuma estéril era colocado no local da injegéo sob leve
pressdo para se¢ evitar sangramento. Apos a hemostasia, a parede era fechada com fio

categute cromado 4-0.

Sucesso do transplante foi definido como normalizagio da glicemia na 1°

semana pos-transplante, associada a ganho de peso, e mantida pelo periodo de observagio.

3.1.13. Avaliacio da viabilidade das ilhotas do rato por coloragiio supravital.
Teste FDA/EB.

A avaliagio da viabilidade in vitro das ilhotas foi feita com combinagéo de
coloracdo por diacetato de fluoresceina (FDA; solugfo estoque: 5 mg/mL em acetona) e
brometo de etidio (EB; solugfio estoque: 200 pg/ml. em HBSS), (GRAY&MORRIS, 1987).

Para a coloragdo FDA/EB, tubos Eppendorf de 1mL contendo cada um cerca de
100 ilhotas foram centrifugados 50 vezes a gravidade por 10 segundos, os sobrenadantes
descartados e repostos com 400 pl. de HBSS com 4 g/L de BSA. 400 pL de uma mistura
homogénea constituida de 10 pL de FDA para cada 1mL de EB, preparada mediatamente
antes de seu uso, foram entdo adicionados aos tubos contendo as ilhotas. Os mesmos foram
fechados e mantidos 4 °C por 2 minutos, apds o que as ilhotas foram resuspensas em HBSS
contendo 4 g/L de BSA, centrifugadas como ja descrito anteriormente, € os sobrenadantes
descartados. As lavaduras foram repetidas para remover qualquer fluorescéncia de fundo ¢
as ilhotas imediatamente examinadas sob microscopia de imunofluorescéncia (Nikon) na

objetiva de 10 vezes.

Por meio de um sistema de escores previamente relatado e validado (VASIR,
GRAY, MORRIS, 1989), as primeiras 20 ilhotas observadas na limina, correndo-se a
l4mina da esquerda para a direita, foram analisadas por um colaborador como se compostas
de 3 camadas concéntricas onde células vidveis aparecem como verdes € células mortas

como vermelhas. Cada camada da ilhota recebeu um valor de 0-5, na dependéncia do
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padriio de fluorescéncia que se observou pela movimentagdo do foco do microscopio para
baixo e para cima, permitindo a anlise completa de cada ilhota. Uma ilhota completamente
vidvel recebeu um escore de 15 enquanto que uma completamente nfo viavel foi registrada
como 0. Figuras ilustrativas de uma ilhota com viabilidade perfeita e de uma com

viabilidade comprometida sdo apresentadas nos anexos 5 e 6, respectivamente

3.1.14. Avaliacéio da viabilidade das ilhotas do rato pelo teste MTT.

MTT, (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina), Sigma, ¢
um substrato amarelo que quando incubado com célula vivas tem seu anel tetrazolinico
quebrado por uma seqiiéncia de desidrogenases mitocondriais (SLATER, SAWYER,
STRAULI, 1963), transformando-se em um produto azul escuro (formazan). A produgéo de
formazan constitui-s¢ em um indice do estado funcional da cadeia respiratoria e
MOSMANN (1983) propds o uso da capacidade de redu¢do do MTT como um teste de
viabililidade para linfocitos (teste MTT).

O teste MTT tem sido ﬁtijjzado e validado como um meio de avaliagio da
viabilidade de uma gama de células, inclusive de células f pancreaticas de ratos € humanos
(KHUN et al., 1989; JANJIC&WOLLHEIM, 1992; BURKART et al., 1992). Para células
B, os resultados do teste MIT foram demonstrados correlacionar-se estreitamente com o
metabolismo celular avaliado por estudos de secregdo de insulina ¢ de utilizacdo de glicose
(JANJICXWOLLHEIM, 1992). Modificagdes visando melborar a sensibilidade e a
confiabilidade no teste proposto por Mosmann foram utilizadas em nossos estudos
(DENIZOT&LANG, 1986; SLADOWSKI et al., 1993).

Para a realizagio do teste MTT em nossos experimentos, decidimos utilizar
incubages em meio de cultura Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640} a 37
°C, sem vermelho fenol, contendo baixa (50 mg/dL = 2,8 mmol/L) ou alta concentragdo
(300 mg/dL = 16,7 mmol/L) de glicose com o intuito de estimular a sintese de insulina e
aumentar a formacédo de formazan e adicionar 10 % soro fetal bovino inativado pelo calor

(SFBI) a0 meijo. RPMI 1640 foi preparado a partir de solugfo de sais e aminoacidos
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(Sigma) para que se pudesse variar, no laboratdrio, a concentra¢do de glicose no meio.
Decidimos, também, ndo selecionar apenas um dado niimero de ilhotas de um determinado
didmetro para o estudo e sim utilizar técnica de amostragem por senmtirmos que tal
abordagem poderia nos dar uma idéia geral de viabilidade das ilhotas isoladas e nfo apenas
expressar a viabilidade de um subgrupo de ilhotas de forma preservada e didmetro pré-

estabelecido.

MTT 5% foi preparado em RPMI 1640 contendo concentracdo baixa de
glicose. A solugio foi filtrada (filtro de 0,2 pm de didmetro), mantida no escuro a 4 °C ¢
utilizada dentro de uma semana, pois foi demonstrada ser estavel nestas condigdes por este
periodo de tempo (LUFT, 1971a; REED&BYGRAVE, 1974). Para avaliacdo da viabilidade
de ilhotas pancredticas murinas recém-isoladas, duplicatas de aproximadamente 50 ilthotas

foram acondicionadas em tubos Eppendorf de 1 mL contende 200 pL de RPMI 1640/10%
SFBI e incubadas a 37 °C por 30 minutos (pré-incubacéo).

ApoOs a pré-incubacdo, os sobrenadantes foram removidos € as ilhotas incubadas
a 37 °C por 2 horas. Uma duplicata foi incubada em RPMI 1640/10% SFBI contendo baixa
concentracao de glicose e a outra no mesmo meio desta vez contendo alta concentracéo de
glicose. Ao final deste estagio, os meios de incubagfio foram renovados, 20 pulL de MTT 5%
adicionados a cada tubo, e as ilhotas submetidas a um periodo de incubacZo adicional de 2
horas. Ao término do segundo periodo de incubagdo, os sobrenadantes foram
cuidadosamete descartados para evitar a remogédo de cristais de formazan produzidos e 200
pL de DMSO foram adicionados a cada tubo. Os tubos foram incubados a 37 °C por 15
minutos para garantir completa dissolu¢io dos cristais. As densidades oOticas dos
sobrenadantes foram lidas em um leitor de ELISA (Murex) sob o comprimento de onda de

492 nm (com filtro de referéncia de 630 nm).

Para o teste MTT de ithotas preservadas a frio por 24 horas, 2 duplicatas de
aproximadamente 50 ilhotas foram utilizadas para cada solugio de preservacio em estudo
(uma duplicata para o teste em RPMI 1640/10% SFBI com concentragdo de glicose baixa e
outra para 0 mesmo meio com concentracfio alta de glicose). Deve ser ressaltado que no

teste MTT realizado na 2" parte do trabalho experimental, as amostras de ilhotas recém-
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isoladas e as preservadas por 24 horas foram mantidas em temperatura ambiente por 20
minutos antes dos sobrenadantes serem removidos e RPMI 1640/10% SFBI na temperatura
ambiente ser adicionado aos tubos para o inicio das incubagBes (na 1° parte do trabalho
experimental, imediatamente apds o isolamento, os sobremadantes foram removidos e

repostos com RPMI 1640 10% SFBI a 4 °C antes do inicio dos testes)

3.1.15. Avalia¢fio da viabilidade das ilhotas pelo teste de excluséo de azul tripano,

Nos tltimos 5 experimentos consecutivos da 2° parte do trabalho experimental,
a viabilidade de ilhotas preservadas por 24 horas em solugdes contendo RV foi avaliada
adicionalmente pela coloragéo por azul tripano.

Para isto, triplicatas de 100 ilhotas de ratos que receberam RV 1p. foram
transferidas para tubos Eppendorf de | mL, previaménte codificados, contendo 800 ul. de
HBSS-RV, UW-RV ou EC-RV. Depois de 24 horas de preservagéo, as ilhotas de cada tubo
foram removidas juntamente com 100 uL de solu¢do e colocadas em placas de Petri. Um
colaborador, desconhecedor do sistema de codificagio, avaliou a percentagemn de cor
vermelha nas ilhotas sob um estereomicroscopio Lambda. Depois de cada avaliagdo, as
ilhotas foram coradas com 10 pL de 0,1% azul tripano em RPMI 1640 com baixa glicose e
agitadas levemente para permitir a distribuicdo homogénea do corante. As placas de Petri
foram entdo cobertas e deixadas a 4 °C for 60 minutos quando foram enifio embaralhadas

antes que o mesmo colaborador avaliasse a percentagem de coloragéio azul das ithotas.

Nos dois tltimos experimentos desta série, 3 aliquotas de cerca de 50 ilhotas
recém-isoladas foram transferidas para salina isotOnica, aquecidas até 90 °C por 15 minutos
¢ coradas com 5 pmol/L. de RV. Quiras 3 aliquotas semelhantes ndo foram submetidas ao
calor mas foram coradas com a mesma concentra¢do de RV. Todas as aliquotas coradas
foram examinadas por um colaborador quanto a percentagem de coloragiio avermelhada das

ilhotas
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3.1.16. LDH e ilhotas pancreiticas do rato.

As determinacSes da atividade de LDH foram realizadas num equipamento
automatizado Cobas Mira, pelo método UV otimizado, utilizando-se kit da
Biodiagnéstica®. Concentracdo de proteina tissular foi determinada pelo método de
LOWRY et al. (1951).

3.2. TRABALHO EXPERIMENTAL
3.2.1. Desenho Experimental.
O trabalho experimental fot dividido em 4 partes:

1* Parte: Avaliacdio da viabilidade de ilhotas pancredticas de ratos LEW recém-
isoladas e preservadas por 24 horas em HBBS ¢ UW com e sem RV.

Avaliag8o da viabilidade das ilhotas: teste MTT, teste FDA/EB, determinacéo
de LDH. Numero de experimentos (n) = 10 para teste MTT e FDA . Determinagio de
LDH,n=4

2 * Parte: Avaliagdo da viabilidade de ilhotas pancreaticas de ratos LEW
recém-isoladas com e sem administracio de RV pré-pancreatectomia, e preservadas por 24
e 48 horas em HBSS, UW e EC contendo ou nfio RV.

Avaliaggio da viabilidade das ilhotas: teste MTT e teste FDA/EB (n = 10); teste
de exclusdo do azul tripano (n = 5).

3* Parte: Diabetes mellitus pela estreptozocina em ratos Wistar, Wistar-Furth
isogénicos, Lewis isogénicos.
4* Parte: Transplantes de ithotas pancredticas em ratos Lewis isogénicos.

Por conterem experimentos com numero maior de etapas, para facilidade de
entendimento sdo apresentadas a seguir as representa¢des esquematicas da 1% e da 2° parte

do trabalho experimental.
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DESENHO EXPERIMENTAL
(N=10)

: 1 PARTE

3 RATOS LEW

ILHOTAS
PANCREATICAS

Frescas

FDA/EB

MTT

24 Horas

HBSS
uw
HBSS-RV
UW-RV

FDA/EB

MTT
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DESENHO EXPERIMENTAL: 2° PARTE

(N=10)
6 RATOS LEW
3 RATOS: SEM RV i.p. 3 RATOS : RV i.p.
PRE- PRE-
PANCREATECTOMIA PANCREATECTOMIA
HBSS HBSS-RV
ILHOTAS ILHOTAS
PANCREATICAS PANCREATICAS
Frescas 24 Horas 48 Horas Frescas 24 Horas 48 Horas
NUMERO HBSS HBSS NUMERO HBSS-RYV HBSS-RV
uw uw UW-RV UW-RV
EC EC EC-RV ECRV
i FDA/ER FDA/ER FDA/EB FDAJEB FDAEB
MTT MTT MTT
AZUL TRIPANO
(N=5)
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3.2.2. Detalhamento do trabalho experimental: 1* Parte. Avalia¢o da viabilidade
de ilhotas pancreaticas de ratos LEW recém-isoladas e preservadas por 24

horas em HBBS ¢ UW com e sem RV.

Em cada experimento, 3 ratos LEW isogénicos foram utilizados como doadores
de ilhotas. A viabilidade das ilhotas foi testada imediatamente apds o isolamento e apods 24
| horas de preservagio a frio (4 °C) em HBSS, HBSS-RV, UW e UW-RV, através de
coloragio supravital com diacetato de fluoresceina (FDA) e brometo de etidio (EB) (teste
FDA/EB) e redugio de MTT a formazan (teste MTT).

Para os estudos com corantes supravitais, cerca de 100 ilhotas foram
distribuidas para 4 tubos Eppendorf de 1 mL contendo 800 pL de cada uma das quatro
solugdes em estudo. Os tubos foram codificados para assegurar que o colaborador
encarregado da leitura dos testes nfio  estivesse consciente de qual solugfio estava sendo
utilizada. A alocagio das ilhotas para cada solugdo foi feita por tabela de nimeros

aleatorios.

Para o teste MTT de ilhotas preservadas a frio, cerca de 50 ilhotas foram
distribuidas para 16 tubos Eppendorf de 1 mL contendo 400 pL de cada uma das solugdes
anteriormente mencionadas (4 para cada uma das solugdes a serem testadas: uma duplicata
para teste MTT com glicose baixa e outra para teste MTT com glicose alta). O sistemna de

codificagio foi o mesmo anteriormente citado.

Nesta parte do trabalho experimental estudamos, também, a validade da
determinacio da atividade da desidrogenase latica (LDH) em solugGes de preservagio
celular (HBSS, HBSS-RV, UW, UW-RV) como forma de avaliacio da viabilidade poés-
preservagio hipotérmica de ilhotas pancredticas do rato. As determina¢des da atividade
tecidual da enzima LDH foram realizadas, em duplicatas, em ilhotas pancredéticas, tecido

pancredtico exdcrino, rins e figados de 4 ratos LEW iso génicos.

Para determinago da atividade da enzima em rins e figados foi removido todo

o sangue possivel dos drgdos. Logo apés a retirada, os figados e rins foram transferidos

Mareriais e Métodos
61



para tubos conicos de 50 ml contendo salina isotdnica ¢ mantidos em gelo. A partir de cada
rato, 2 fragmentos de 100 mg de figado e rim foram colocados em tubos de vidro contendo
2 mL de HBSS gelada, macerados com bastfio de vidro, sonicados por 3 vezes por 10
segundos e congelados (- 20 °C)/descongelados por 3 vezes. Os materiais foram entdo
centrifugados a frio (4 °C), 1.200 g por 10 minutos. Dosagem de proteinas e de LDH foram
efetuadas em aliquotas dos sobrenadantes.

Para o tecido exdcrino pancreatico, apés a centrifugagio em gradientes de
Ficol, o material contido no precipitado foi removido dos tubos e lavado por 2 vezes em
HBSS gelada. 2 aliquotas de 100 mg foram reservadas para cada rato. Para cada rato, 2
amostras adicionais foram coradas com ditizona e confirmadas conter acima de 95 % de
tecido exdcrino. Desta altura em diante, a metodologia foi seguida como para determinagio
de LDH em rins e figados.

A determinagiio de LDH no tecido endécrino pancredtico (ithotas pancreéticas),
foi realizada imediatamente apds cada isolamento. Duas amostras de ilhotas pancredticas
isoladas de cada um dos ratos utilizados foram coradas com ditizona para a estimativa do
ntimero e da pureza (nas 4 ocasides purezas das preparagdes acima de 90%). Duas aliquotas
contendo aproximadamente 300 ilhotas e 400 pL de HBSS foram utilizadas para cada
animal. Os materiais foram sonicados (3 vezes; 10 segundos cada sonicagfo). Da sonicacio

em diante, o procedimento foi idéntico ao ja descrito para os outros 6rgéos estudados

3.2.3. Detalhamento do trabalho experimental: 2 * Parte. Avaliagio da viabilidade
de ilhotas pancreiticas de ratos LEW recém-isoladas com e sem
administracio de RV pré-pancreatectomia, e preservadas por 24 horas em

HBSS, UW e EC contendo ou nio RV.

Seis ratos LEW foram divididos em 2 grupos ¢ utilizados como doadores de
ilhotas para cada experimento. Em um grupo, nfo foi utilizado o RV e as ilhotas obtidas
foram preservadas a frio (4 °C) em HBSS, UW ¢ EC por 24 ¢ 48 horas. No outro grupo, 2,5

umol/kg de peso de RV foram administrados intraperitonealmente para os ratos doadores
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de ilhotas, 20 minutos antes da pancreatectomia, ¢ 5 umol/L. RV foram adicionados 4
HBSS utilizada durante o processo de isolamento. As ilhotas foram entéo preservadas a 4
°C em HBSS-RV, UW-RV e EC-RV por 24 ¢ 48 horas.

Para ambos os grupos de ilhotas, a viabilidade foi avaliada imediatamente apés
o isolamento das mesmas (teste FDA/EB, teste MTT) e apos 24 horas (teste FDA/EB, teste
MTT, teste de exclusio do azul tripano) e 48 horas (teste FDA/EB) de preservagéo

hipotérmica, como anteriormente descrito na 1” parte do trabalho experimental.

3.2.4. Detalhamento do trabalho experimental: 3" Parte. Diabetes mellitus pela

estreptozocina em ratos Wistar, Wistar-Furth isogénicos, Lewis isogénicos.

a) Wistar ndo isogénicos

13 animais receberam STZ, 60 mg/kg , EV. Uma amostra de sangue foi obtida
destes animais na ocasifio da administragfio da droga para a determinacgo da glicemia basal.
A confirmagiio do estado diabético foi feita pela determinacdo dos pesos e das glicemia 3
semanas ap6s a injecdo de STZ. Posteriormente, os pesos ¢ as glicemias foram obtidos na
6° e 8 * semana para os 4 primeiros animais injetados e na 4%, 5%, 7% ¢ 9° semama pés-STZ

para os 6 restantes.

Para documentar inexisténcia de diabetes esponténeo nesta populagdo de ratos

Wistar, 10 animais machos foram seguidos como acima descrito para os animais diabéticos.
b) Wistar-Furth isogénicos

Para estudo a longo prazo do diabetes mellitus promovido pela STZ
administrada na dose de 60 mg/kg, por 3 diferentes rotas (EV sublingual; EV cauda;
Intraperitoneal), 40 ratos foram estudados. 10 ratos receberam STZ por cada uma das
diferentes vias mencionadas e 10 ratos funcionaram como controles. Os grupos foram
construidos pelo pareamento das idades quando da injegdo de STZ. Pesos e glicemias
foram documentados no dia do estabelecimento dos grupos e apdés 1,2, 4, 8, 12, 20, 30 e 40

semanas de observagao.
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¢) Lewis isogénicos

Para determinar a idade apropriada de uso dos ratos desta colonia, 20 f8meas e

20 machos, ap6s o desmame (4 semanas), foram pesados semanalmente por 18 semanas.

Para promoc¢io de diabetes quimico nestes ratos, STZ foi administrada EV na
dose de 60 (n = 16), 50 (n = 10) e 40 mg/kg (n = 11), e os animais tiveram seus pesos ¢

glicemias aferidos nesta ocasifio € 2, 3, 4, 6, 10 ¢ 12 semanas ap0s.

3.2.5. Detalhamento do trabalho experimental 4° Parte: Transplantes de ilhotas

pancreaticas em ratos Lewis isogénicos.
a) Diabetes induzido por 50 mg/kg de STZ: primeira série

Transplante (Tx) realizado 12 semanas apds induciio do diabetes experimental.
Rato LD10a recebeu 2.000 ilhotas intraportal e ratos LD30, LD50, e LD70 receberam
3.000 ilhotas. Seguimento com peso e glicemias semanalmemte por 12 semanas e nos

meses 9, 12 e 15 apos o transplante.
b} Diabetes induzido por 50 mg/kg de STZ: segunda série

Foram coletadas glicemias ¢ pesos registrados nos dias 1, 2, 3, 5,7, 10 e a
seguir semanalmente até a 5* semana p6s-Tx. Depois disto, afericdes de peso e glicemias
foram feitas 7, 10 € 15 meses apds uso de STZ. Transpiantes realizados na terceira semana

ap6s inducfio do diabetes quimico com 2.000 ilhotas.
¢) Diabetes induzido por 40 mg/kg de STZ

Os Ratos L D207, LD209, LD212 foram transplantados na terceira semana pds-
inducfio do diabetes com 2.500 ithotas.
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3.3. ANALISE ESTATISTICA.

Comparacdes estatisticas das médias dos resultados dos testes MIT e FDA/EB
da 1° parte do trabalho experimental foram feitas por Anélise de Variéncia (ANOVA) com
[ fator e teste de Tukey. Para a 2° parte do trabalho experimental, os resultados do teste
MTT foram analisados por ANOVA com 3 fatores, com anilise de interagdo. Os resultados
do teste FDA/EB foram avaliados por ANOVA com 1 fator e teste de Tukey. O nimero de
ilhotas obtidas a partir de cada pancreas foi comparado pelo teste t de Student. Correlagbes
entre coloragiio por azul tripano e por RV das ilbotas foram estimadas pelo coeficiente de
correlagio de Pearson e a analise do grau de morte celular detectada pelo azul tripano foi
feita pelo teste de Kruskal-Wallis. ANOVA com 1 fator ¢ transformagéo poténcia igual a 2
na escala, para adequagio dos pressupostos da ANOVA, foi utilizada para as comparagdes
entre a atividade de LDH nos tecidos estudados. Teste t de Student foi também utilizado
para comparagdes de médias de pesos e de glicemias nos estudos de diabetes experimental
em ratos Wistar. ANOVA para medidas repetidas foi utilizada para avaliar a resposta de
perda de peso e de hiperglicemia apos estreptozocina em ratos Wistar-Furth isogénicos. Um
valor de P <0,05 foi considerado significante. Todas as andlises estatisticas foram
realizadas utilizando-se um pacote estatitico SAS para Windows ( versédo 6.12).
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4.1. RESULTADOS DA 1* PARTE DO TRABALHO EXPERIMENTAL
4.1.1. Teste MTT.

Anexo 7, mostra o espectro das absorbincias das solucbes e reagentes
utilizados durante os teste MTT realizados nesta 1° parte do trabalho experimental. Na dose
de RV utilizada nos experimentos, o mesmo ndo apresenta absorbéncia significante nos
comprimentos de onda verificados. Uma concentragdo 10 vezes maior foi incluida no
espectro para demonstrar que nesta concentragdo a faixa de absorbancia do RV ¢
semelhante 4 do formazan. Absorbancias de EC e EC-RV ndo foram incluidas nesta figura
porque na parte do trabalho em que as mesma foram aferidas estas solugdes ndo estavam
sendo utilizadas. Posteriormente, foram medidas no comprimento de onda 492 nm apenas
onde, a exemplo das demais solugdes testadas, ndo apresentaram praticamente nenhuma

absorbancia.

Nos experimentos com o teste MTT desta fase, nem ilhotas frescas nem ilhotas
preservadas a frio por 24 horas em HBSS, HBSS-RV, UW and UW-RV aumentaram a
produgio de formazan em resposta ao aumento da concentragdo de glicose no meio de
incubagdo. As absorbancias verificadas no teste MTT para ilhotas frescas foram
significativamente maiores do que as observadas no teste do MTT realizado para ilhotas
preservadas a frio por 24 horas (P<0,05). Nao foram observadas diferencas na viabilidade
pos-preservagio das ilhotas do rato entre as solugdes de preservagao ou efeito atribuivel a
adicgo de RV para HBSS ou UW. Os resultados destes experimentos encontram-se

representados na figura 1 e em forma de tabela no anexo 8.

Para a confecgdo do gréafico dos testes MTT realizados nesta parte do trabalho
experimental, as absorbancias observadas ap6s a preservacéo a frio das ilhotas nas solugdes
testadas foram comparadas, dentro de cada experimento, com as das ilhotas recém-isoladas

(viabilidade considerada ser 100%).
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Figura 1. Teste MTT (1* Parte trabalho experimental): percentagem de viabilidade de

ilhotas pancredticas do rato, frescas e preservadas a frio por 24 horas, avaliada
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4.1.2. Teste FDA/EB.

Nenhum efeito da adigdo de RV pdde ser registrado tanto para ilhotas recém-
isoladas quanto para ilhotas preservadas a frio por 24 horas quer em HBSS-RV quer em
UW-RV. A viabilidade das ilhotas pancreaticas avaliada pelo teste FDA/EB ap6s 24 horas
de preservagdo em UW e UW-RV ndo foi diferente da verificada para ilhotas controles.
Ilhotas preservadas em UW tiveram viabilidade significativamente maior do que ilhotas
mantidas em HBSS (P<0,05). Semelhantemente, ilhotas preservadas a frio em UW-RV
em HBSS-RV

HBSS-RV

uw

Solugao de Preservacao

UW-RV

FRESCAS

HBSS
HBSS-RV
uw

apresentaram melhor desempenho do que ilhotas preservadas a frio

(P<0,05). Os resultados do teste FDA/EB da 1* parte do trabalho experimental s&o

apresentados na figura 2. No anexo 9 podem ser encontrados tabulados os dados destes

experimentos.

UW-RV
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Figura 2. (1* Parte trabalho experimental): viabilidade, avaliada pelo teste FDA/EB, de

ilhotas pancreaticas do rato frescas e preservadas a frio por 24 horas.

4.1.3. Determinacoes de LDH.

Os resultados dos experimentos envolvendo a determinacdo da atividade
tissular de LDH em alguns tecidos do rato sdo apresentados na figura 3 e em forma de

tabela no anexo 10.

Os resultados finais foram expressos em nmol/min/pg proteina, para permitir
comparagdes entre os materiais biologicos estudados. A atividade da enzima nas ilhotas foi
4. 42 e 84 vezes menor nas ilhotas do que no tecido pancredtico exdcrino, rim e figado,
respectivamente. Os niveis de atividade de LDH diferiram significativamente entre cada um

dos tecidos estudados (P<0,005).
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Figura 3. Determina¢des de atividade de LDH em figado, rim, pancreas exdcrino e

enddcrino de ratos Lewis (n = 4).
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4.2. RESULTADOS DA 2* PARTE DO TRABALHO EXPERIMENTAL
4.2.1 Nimero de ilhotas isoladas por pincreas.

A injecdo intraperitoneal de 2,5 pmolkg RV, previamente a pancreatectomia,
seguida pela inclusdo de 5 umol/L of RV para HBSS utilizada durante a isolamento das
ilhotas ndo produziu nehuma alteracio significativa no nimero de ilhotas obtido/pancreas.
O ntmero médio (+D.P.) de ilhotas isoladas para cada pancreas murino foi 976+328 para

ihotas isoladas em HBSS versus 9914378 para ilhotas isoladas na presenga de HBSS-RV.

4.2.2, Teste MTT.

Nenhum efeito atribuivel ao RV ou a concentragdo de glicose no meio de
incubagiio do teste (P = 0,4331 e P = 0,2783, respectivamente) pdde ser observado. A
absorbéncia verificada no teste MTT de ilhotas recém-isoladas foi significativamente maior
que a registrada no mesmo teste feito com ilhotas preservadas por 24 horas, em todas as
solugdes testadas (P<0,05). Além disto, ilhotas preservadas a frio por 24 horas em HBSS
produziram menores absorbancias do que as ilhotas preservadas tanto em UW quanto em
EC (p<0,05). A figura 4 apresenta os resultados do teste MTT feito em RPMI 1640
contendo baixa e alta concentracdo de glicose. Os anexos 11 e 12, respectivamente, contém
os dados dos testes MTT desta fase feitos em meio de incubagdo com baixa e alta

concentraggdo de glicose.
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Figura 4 (2° parte do trabalho experimental): avaliagdo da viabilidade de ilhotas murinas,

frescas e apOs 24 horas de preservagdo a frio, por meio do teste MTT.

4.2.3. FDA/EB (24 horas de preservacio).

Nenhum efeito da adi¢do de RV para as solugdes de preservagdo estudadas
pode ser documentado pelo teste FDA/EB de ilhotas do rato preservadas a frio por 24
horas. Os escores médios do teste FDA/EB de ilhotas preservadas em HBSS e HBSS-RV
foram significativamente menores do que os das ilhotas recém-isoladas ou preservadas a
frio por 24 horas em UW, UW-RV, EC, EC-RV (P<0,05). Os resultados do teste FDA/EB
para ilhotas do rato preservadas a frio por 24 horas séo apresentados na figura 5 e em forma

tabulada no anexo 13.
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Figura 5. Teste FDA/EB (2° parte do trabalho experimental) para a avaliagdo de ilhotas

pancreaticas do rato frescas e apos 24 horas de preservagio hipotérmica.

4.2.4. Teste FDA/EB (48 horas de preservacao).

Depois de 48 horas de preservagdo hipotérmica, ilhotas preservadas em EC
apresentavam escores médios do teste FDA/EB significativamente menores do que ilhotas
frescas ou ilhotas preservadas por 48 horas em UW, UW-RV, EC-RV (P<0,05). Os
resultados do teste FDA/EB para ilhotas preservadas por 48 horas sdo apresentados na

figura 6 e em forma de tabela no anexo 14.
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Figura 6. Teste FDA/EB (2* parte do trabalho experimental) para a avaliagdo de ilhotas
P P p

pancreaticas do rato apos 48 horas de preservag@o hipotérmica.

4.2.5. Relacio entre coloracio por RV e azul tripano de ilhotas preservadas a frio

por 24 horas em HBSS-RV, UW-RV and EC-RV.

Ilhotas isoladas de ratos que receberam RV ip. pré-pancreatectomia e isoladas
utilizando-se HBSS-RV para lavaduras ndo se encontravam coradas pelo RV
imediatamente apOs o isolamento. Apenas alguns pequenos fragmentos de ilhotas e de
tecido exdcrino continham alguma coloragdo avermelhada. No anexo 15 pode ser vista uma

figura representativa destas ilhotas.

Apds 24 horas de preservacdo a frio em HBSS-RV, UW-RV e EC-RV, houve
uma forte correlac@o entre a percentagem de coloragdo por RV das amostras de ilhotas € a
percentagem de coloragdo por azul tripano das mesmas amostras (R = 0,9854; P<0,001).
Estes resultados sdo apresentados na figura 7. Os anexos 16 e 17 contém, respectivamente,
figuras representativas de ilhotas preservadas por 24 horas em UW-RV e HBSS-RV.
Ilhotas preservadas em EC-RV por este periodo tinham aparéncia idéntica a das
preservadas em UW-RV. Anexo 18 contém ilustragdo de ilhotas preservadas por 24 horas
em HBSS-RV, da mesma amostra contida no anexo 17, apds terem sido coradas por azul

tripano.
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Figura 7. Correlagio entre coloragdo por RV e por azul tripano de ilhotas pancredticas do

rato preservadas a frio por 24 horas em HBSS-RV, UW-RV e EC-RV.

A percentagem de morte celular como avaliada pela coloragdo por azul tripano
foi significativamente maior em ilhotas preservadas por 24 horas em HBSS-RV (100%) do
que em ilhotas preservadas pelo mesmo intervalo em UW-RV (9,84+6,94) ou em EC-RV
(21,34+5,05 ), P = 0,0023.

Para comparagdo, como as ilhotas submetidas ao teste FDA/EB destes ultimos
5 experimentos desta 2 parte do trabalho experimental foram provenientes dos mesmos
animais que as submetidas a analise de correlagdo RV/azul tripano, construimos a figura 8
que apresenta os dados provenientes dos testes FDA/EB transformados para representar %
de morte celular (Escore 15 = 0% de morte; Escore 0 = 100% de morte) paralelamente aos
dados de % de colorag¢fo das ilhotas do rato por RV e azul tripano. H-RV6, UW-RV6, EC-
RV6 e assim sucessivamente, fazem referéncia ao numero dos experimentos de onde os

dados forma obtidos.
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Figura 8. Percentagem de morte celular: comparagdo de 3 testes em ilhotas do rato

preservadas a frio por 24 horas, em 3 solugdes contendo RV.

Referente as observagdes das ilhotas do rato mortas pelo calor e entdo coradas
com RV, nos dois experimentos houve coloragdo pelo RV em 100% das ilhotas nas 6
aliquotas. Cerca de 5% das ilhotas controle (0, 5, 5, 5, 5, 0, 5%) encontravam-se coradas

pelo RV.

4.3. RESULTADOS DA 3 PARTE DO TRABALHO EXPERIMENTAL. DIABETES
MELLITUS PELA ESTREPTOZOCINA EM RATOS RATOS WISTAR,
WISTAR-FURTH ISOGENICOS E LEWIS ISOGENICOS

4.3.1. Diabetes mellitus pela estreptozocina em ratos Ratos Wistar

Dos 13 animais que receberam a estreptozocina, 3 ndo foram incluidos na

analise do efeito da STZ sobre peso e glicemia. Em um dos animais (WDC14 = Wistar
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Diabético Controle 14), a injecio endovenosa (EV) da droga ndo foi julgada ideal. Neste
animal, a glicemia ndo foi coletada concomitantemente  inje¢do da droga. No entanto, 3
semanas apos a injegdo da STZ, a glicemia era 498 mg/dL e o seu peso tinha caido de 330
g para 289 g. O animal WDC10 foi excluido por morte durante a anestesia com éter para a
coleta da glicemia, 3 semanas apos a administragdo de STZ. Seu peso havia caido de s B8
para 280 g. WDCI11 ndo foi incluido porque o tubo para a determinagéo da glicemia 3
semanas apds 0 uso de STZ rompeu-se durante a centrifugagdo. Na quarta semana apos
injecdo de STZ sua glicemia era de 620 e seu peso tinha caido de 310 para 260 g. Todos os
10 animais restantes ficaram diabéticos pela STZ e permaneceram assim por todo o tempo

de seguimento.

Entre os controles, 1 animal (WNL16 = Wistar controle Normal 16) foi
excluido por ndo ter sido possivel documentar sua glicemia no ponto inicial de seguimento,
visto que o tubo com o sangue coletado do animal partiu-se durante o processo de
centrifugagio. Nestes controles normais, ndo se registrou durante todo a observag@o o
aparecimento espontdneo de diabetes mellitus. Adicionalmente, neste grupo de animais,
ap6s jejum de 15 horas e agua ad libitum, a glicemia caiu de forma significativa (Sem

jejum: 163,9+27.4 x Jejum 129,4+11,7; p = 0,002).

Analise estatistica comparando as médias e desvios padrdes dos pesos e das
glicemias pré e 3 semanas apds STZ revelou que os pesos (diabéticos: 357,7+21,7 x
controles: 368,7+40,1; p = 0,463) e as glicemias (diabéticos: 171,1£17,8 x controles:
152,3+38.1; p = 0,178) ndo diferiam no inicio do periodo de experimentacdo. Entretanto,
ap6s 3 semanas da injedo da STZ, os pesos (diabéticos: 303,1164,7 x controles:
421,7+47.2; P<0,001) e as glicemias (diabéticos: 532,8+49,8 x controles: 164,6+29.0;
P<0,001), diferiram significativamente.

As figuras 9 e 10 representam, respectivamente, as evolugdes de pesos e de

glicemias 3 semanas ap6s a administragido de STZ para estes ratos.
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Figura 9. Pesos de ratos Wistar diabéticos pela STZ e controles. Tempo 0 = administra¢do
de STZ.
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Figura 10. Glicemias de ratos Wistar diabéticos pela STZ e controles. Tempo 0 =

administra¢do de STZ.
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4.3.2. Diabetes mellitus pela estreptozocina em ratos Ratos Lewis isogénicos

Referente as curvas de ganho de peso de LEW machos, nas col6nias locais, 0
peso pretendido para a sua utilizagdo (250-350 g) ¢é verificado entre 12-22 semanas de vida.

Os dados desta observacdo sdo apresentados na figura 11 e em forma de tabela no

anexo 19.
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Figura 11. Evolu¢do dos pesos, a partir do desmame, em 20 ratos e 20 ratas Lewis

isogénicos.

Dos 16 animais injetados com 60 mg/kg, 6 tornaram-se severamente doentes e
morreram  antes de completar 2 semanas pos-STZ. Os 10 restantes permaneceram

diabéticos pelas 6 semanas de observa¢ao p6s-STZ.

Todos os animais injetados com 50 mg/kg tormaram-se diabéticos e assim

permanecerarn, exceto um que morreu 1 semana antes, por 6 semanas.

Com 40 mg/kg de STZ, apenas 5 dos 11 animais injetados alcangaram o critério

operacional previamente estabelecido de diabetes quimico para este estudo.
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Na tabela 1, sio apresentados os dados obtidos com as diferentes doses
utilizadas de STZ (60 x 50 x 40 mg/kg). Os dados de 6 semanas ndo sdo disponiveis para o
grupo 40 mg/kg pois o seguimento foi interrompido com a observagdo que a dose ndo era

diabetogénica.

Tabela 1- Comparacio de doses (60 x 50 x 40 mg/kg), utilizando-se a administragdo de

STZ por uma das veias sublinguais.

Glicemia
Semana 60 mg/kg 50 mg/kg 40 mg/kg
(n = 10) (n = 10) (n=5)
Zero (STZEV) 156,3 154,4 134,9
> 5844 5432 440,3
6 632,5 600,8* i

* Apenas 9 observagdes disponiveis

Os dados de evolugdo dos ratos injetados com 40 mg/kg de STZ e que ndo

ficaram diabéticos como definido para o estudo sdo mostrados na tabela 2.
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Tabela 2- Glicemias, em mg/dL, de ratos Lewis isogénicos pré € 2 semanas apds
administracdo endovenosa de 40 mg/kg de estreptozocina € que ndo
alcancaram a definicdo operacional de diabetes quimico determinada. TO:

administracdo de STZ. T2: 2 semanas ap6s a administragdo da droga.

Rato nimero Glicemia T0 Glicemia T2
210 131 146
213 149 330
214 147 306
215 127 390
216* 145 398
217 151 402

#216: Glicemia 398mg/dL ap6s 2 semanas. 3 medidas na terceira semana: 480; 444; 318
mg/dL.

#217: Glicemia 402 mg/dL apds 2 semanas. Nova medida na terceira semana: 241 mg/dL

4.3.3. Diabetes mellitus pela estreptozocina em ratos Ratos Wistar-Furth

isogénicos

A idade média dos animais dos quatro grupos foi semelhante na época da
formagdo dos grupos experimentais: controle: 22,36+9,79; peritonio: 19,86+6,53; cauda:
19,86+7,27; lingua: 21,10+7,19.

Resultados
83



No grupo controle nenhum animal morreu ou se tornou espontancamente

diabético durante as 40 semanas de observagéo.

No grupo peritdnio, 3 animais ndo ficaram diabéticos (30% de falha) como
definido para o estudo (WF110 = rato Wistar-Furth 110; WFI123; WF103).
Interessantemente, o animal WF 103 encontrava-se severamente diabético na primeira
semana p6s-STZ (glicemia 538 mg/dL) e na semana seguinte sua glicemia caiu para 376
mg/dL. A tabela 3 apresenta os pesos e as glicemias destes animais. Dos animais restantes,
todos alcancaram, diabéticos, 40 semanas de observagdo exceto o rato WF124 que
permaneceu diabético por 20 semanas mas morreu antes de completar a 30* e o rato WF111
que morreu diabético (glicemia 676 mg/dL) durante anestesia inalatéria com éter para

coleta da glicemia na primeira semana de observagéo.

Tabela 3- Evolugio de 3 ratos isogénicos, WF, do grupo peritonio, que ndo alcangaram
definicdo operacional de diabetes apds a adminstragdo intraperitoneal de STZ,
na dose de 60 mg/kg.

WF103 WF110 WF123
Seguimento
Peso Glicemia Peso Glicemia Peso Glicemia

TO 240 103 240 98 260 123
2semanas 234 376 246 97 260 60
20 semanas 266 295 283 88 298 76
40 semanas 268 272 300 101 286 110
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No grupo cauda, 1 animal WF127, achado morto 4 dias ap6s inje¢do da
estreptozocina (peso pré: 318 g; peso 4° dia: 255 g); outro animal, WF126, morreu durante
a anestesia inalatdria com éter para coleta da glicemia na 2* semana (glicemia: 452 mg/dL),
um terceiro animal WF114, morreu antes de alcangar 12 semanas de observag@o. Na 8*
semana, glicemia: 540 mg/dL. A droga administrada por esta rota, nesta dose, nestes ratos,
promoveu diabetes em 100% dos casos, sendo que 1 rato morreu de toxicidade atribuivel a
STZ na primeira semana de observagdo. Nos ratos que puderam ser observados por 40

semanas ndo se observaram reversdes espontdneas do diabetes quimicamente induzido.

No grupo lingua, 3 animais morreram antes de completar 2 semanas de
observagdo. WF119 morreu no dia 5 pds-STZ. Ja no dia 4 parecia bastante doente e seu
peso havia caido de 298 g para 222 g. Nao foi coletada glicemia por receio que animal ndo
sobrevivesse a anestesia com éter. WF120 morreu no dia 6 p6s-STZ. Como também estava
doente no dia 5, coletada glicemia: 762 mg/dL. WF128, 1 semana ap6s STZ tinha glicemia
de 498 mg/dL e no dia 8, dia do 6bito, glicemia de 694 mg/dL. Um quarto animal WF107,
permaneceu diabético por 20 semanas porém morreu antes da 40°. A droga administrada
por esta rota, ocasionou 30% de mortalidade inicial. Nos sobreviventes, promoveu diabetes
em 100% dos casos € nos ratos que puderam ser observados, o diabetes induzido

permaneceu pelas 40 semanas de observacéo.

Com relacdo a severidade do diabetes induzido, a administragdo de STZ na
dose de 60 mg/kg promoveu diabetes de magnitude semelhante independentemente da rota
utilizada (peritonio, veia da cauda, veia sublingual; P = 0,1226). Analisando-se os 3 grupos,
houve reduc¢io significativa do peso e aumento significativo da glicemia 2 semanas apos

administragdo da STZ (P<0,0001 em ambas as situagdes).

As figuras 12 e 13 e os anexos 20 e 21 apresentam, respectivamente, os dados
de evolu¢do de pesos e glicemias dos 4 grupos de animais deste experimento. Embora
dados de peso e glicemia sejam ainda disponiveis para as semanas 1, 4, 8, 12 e 30 p6s-STZ,
para facilidade de andlise apenas os dados relativos a TO (dia da injecdo do toxico), 2

semanas, 20 semanas e 40 semanas apds administra¢do de STZ serdo apresentados.
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Figura 12. Evolug¢do dos pesos apds administracdo de 60 mg/kg de STZ (tempo 0) por 3

diferentes rotas, para ratos WF isogénicos.
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Figura 13. Evolugdo das glicemias ap6s administragdo de 60 mg/kg de STZ (tempo 0) por

3 diferentes rotas, para ratos WF isogénicos.
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44. TRANSPLANTES INTRAPORTAIS DE ILHOTAS PANCREATICAS EM
RATOS LEWIS ISOGENICOS

4.4.1. Diabetes induzido por 50 mg/kg de STZ: primeira série

Transplantes (Tx) realizados 12 semanas ap6s indugdo do diabetes
experimental. Rato LD10a recebeu 2.000 ilhotas intraportal e ratos LD30, LD50, e LD70
receberam 3.000 ilhotas. O Rato LD70 ndo foi incluido nas andlises pois apresentou
sangramento incontrolével no local da inje¢do das ilhotas na veia porta e foi sacrificado. O
anexo 22 apresenta os dados de seguimento a longo prazo destes animais e a figura 14 sua

representagdo grafica. O rato LD30 morreu antes de completar 15 meses de observagao.
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Figura 14. Evolugdo a longo prazo de transplantes intraportais isogénicos em ratos Lewis

diabéticos por 50 mg/kg de STZ: primeira série.
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4.4.2 Diabetes induzido por 50 mg/kg de STZ: segunda série

Foram coletadas glicemias e pesos registrados nos dias 1, 2, 3, 5,7, 10 ¢ a
seguir semanalmente até a 5* semana pds-Tx e depois no 7°, 12° e 15° més pos-transplante.
Transplantes realizados na terceira semana apos indugdo do diabetes quimico com 2.000

ilhotas. Os dados de seguimento destes animais encontram-se figura 15 e tabulados no

anexo 23.
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Figura 15. Evolucdo a longo prazo de transplantes intraportais isogénicos em ratos Lewis

diabéticos por 50 mg/kg de STZ: segunda série.
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4.4.3 Diabetes induzido por 40 mg/kg de STZ

Os Ratos LD207. LD209, LD212, e LD217 foram transplantados na terceira
semana pos- indugdo do diabetes com 2.500 ilhotas. A figura 16 representa a evolugdo
deste grupo de animais. Os dados numéricos desta evolugdo podem ser observados no

anexo 24.

Os trés animais normalizaram a hiperglicemia imediatamente (24 horas) pos-

transplante e assim permaneceram pela duragdo do experimento.

600

1
- 500 \
B
5 400 ;
£ \ —e—LD 207 ||
E 200 \‘ L2
= e —
® 100 e T

0 J T T T T T 7
> w (2] /2] w
F ~ N ® < E ‘.CE_’ u‘_E)
Tempo de seguimento |

Figura 16. Evolucdo a longo prazo de transplantes intraportais isogénicos em ratos Lewis

diabéticos por 40 mg/kg de STZ.
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5.1. RUTENIO VERMELHO E PRESERVACAO HIPOTERMICA DE ILHOTAS
PANCREATICAS DO RATO

Com a recente demonstragdo de que o alotransplante de ilhotas pancreaticas
pode obter sucesso na reposi¢éo da fun¢do pancredtica enddcrina para diabéticos do tipo 1
(SHAPIRO et al, 2000), uma nova onda de transplantes de ilhotas pancredticas € esperada
em todo o mundo. Estudos multicéntricos estdo sendo organizdos para a implementagéo do

protocolo desenvolvido em Edmonton por Shapiro e colaboradores (WHITE et al, 2000).

A partir de um ponto de vista operacional, um breve periodo de preservagéo a
frio é esperado ocorrer na maioria dos alotransplantes de ilhotas pancreaticas a serem
realizados. Além do mais, todo o processo de isolamento e purificacio de ilhotas
pancreaticas representa um curto periodo de preservagdo a frio para as ilhotas

(KENMOCHI et al, 1998).

Para manter a melhor viabilidade possivel para as ilhotas a serem transplantadas
existe necessidade de pesquisas destinadas a encontrar solugdes de preservagdo ou aditivos
para as mesmas que possam resultar em melhor preservacdo das ilhotas isoladas. Nos
estudamos se a adi¢do de RV para HBSS, UW e EC poderia melhorar a viabilidade pds-
preservagdo a frio de ilhotas pancreaticas. Se RV € adicionado a HBSS ou UW apds o
isolamento, antes da preservagdo a frio das ilhotas, nenhum efeito atribuivel ao RV pode ser
observado apds 24 horas de preservacdo, quer se utilizando o teste MTT ou o teste
FDA/EB.

Os resultados destes estudos demonstraram que ilhotas de rato preservadas a
frio quer em HBSS ou HBSS-RV apresentaram menores escores médios do que ilhotas
preservadas semelhantemente em UW ou UW-RV (P<0,05). Nestes experimentos, ilhotas
preservadas a frio por 24 horas em UW e UW-RV apresentaram viabilidade semelhante a
de ilhotas controles. Quando RV foi administrado i.p. para os ratos doadores de ilhotas
antes da pancreatectomia, adicionado a HBSS utilizada durante o procedimento de
isolamento, e entdo incluido em HBSS, UW e EC, nenhum efeito desta adigdo pdde ser
observado apos 24 horas de preservagd@o a frio destas ilhotas. Os testes FDA/EB e MTT

demonstraram que apds 24 horas de preservagdo, ilhotas de rato mantidas em HBSS e
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HBSS-RV apresentavam viabilidade significativamente menor do que ilhotas preservadas

pelo mesmo intervalo em UW e EC com ou sem a presenga de RV (P<0,05).

Quando o periodo de preservagéo foi estendido para 48 horas, os resultados do
teste FDA/EB mostraram que viabilidade pos-preservagdo semelhante a das ilhotas
controles pdde ser verificada para as ilhotas mantidas em UW, UW-RV e EC-RV, enquanto
que a omissdo de RV resultou em preservagdo inferior para ilhotas preservadas a frio em
EC (P<0,05). Como na 1° parte do trabalho experimental ndo testamos EC e EC-RV como
solugdes de preservagio nem analisamos a viabilidade das ilhotas apés 48 horas de
preservagdo a frio, nio podemos comentar sobre a possibilidade de se obter melhora na
preservagdo hipotérmica de ilhotas do rato pelo uso de EC-RV como solugdo de

preservagdo sem se efetuar a injegdo i.p. de RV previamente a pancreatectomia.

Em nossos testes utilizando redugdo do MTT (teste MTT), ndo pudemos
observar aumento da produgdo de formazan pelo aumento da concentragéo de glicose do
meio, como demonstrado por JANJIC&WOLLHEIM (1992). Nossos estudos, no entanto,
diferem em varios pontos dos estudos destes autores, especialmente pelo fato de ndo termos
utilizados pré-cultura a 37 °C das ilhotas por 24 horas para permitir a recuperagéo funcional

destas.

Laboratorios envolvidos em estudos de secrecdo de insulina de ilhotas
pancredticas recém-isoladas deparam-se, freqiientemente, com niveis basais elevados de
insulina e nio adequadamente regulados por secretagogos comuns como a glicose. Este
defeito na secre¢do de insulina é ainda maior se as ilhotas sdo isoladas em gradientes de
ficol, como feito em nossos estudos, comparativamente a gradientes de albumina bovina

(LAKE, ANDERSON, CHAMBERLAIN, 1987).

Tal fato deve-se, aparentemente, & lesdo estrutural dos granulos secretorios das
células B, como evidenciado por estudos de microscopia eletronica (PAI et al., 1993). Estas
anormalidades na secrec@o de insulina podem ser corrigidas pela cultura a 37 °C das ilhotas
isoladas (GOTOH et al, 1987). Nos estudos de JANJIC&WOLLHEIM (1992), a produgéo
aumentada de formazan esteve correlacionada com a maior secrecdo de insulina pelas

ilhotas.
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Nio incluimos a etapa de pré-cultura nos testes MTT destes estudos pois
entendemos que testes que avaliem a viabilidade de ilhotas pancreaticas, para terem futura
aplicabilidade clinica, ndo podem depender de pré-cultura das ilhotas, uma vez que esta
etapa tende a ser abolida dos alotransplantes de ilhotas pancreaticas humanas,
especialmente agora depois dos resultados obtidos por SHAPIRO et al. (2000). Como
realizado na segunda parte do trabalho experimental, o teste MTT mostrou que pode ser de

utilidade neste sentido.

Quanto ao maior poder discriminatério do teste MTT realizados na 2° parte do
trabalho experimental, pensamos que a introdu¢do de uma etapa intermedidria realizada em
temperatura ambiente possa ter permitido melhor recuperagdo funcional das ilhotas ao

evitar que estas fossem submetidas a brusca alteragio de temperatura (de 4 °C para 37 °C).

Durante o curso do trabalho experimental observamos que ilhotas preservadas a
frio por 24 horas em HBSS-RV adquiriam uma intensa coloragéo vermelha, visivel a olho
nu, enquanto que ilhotas mantidas pelo mesmo intervalo em UW-RV e EC-RV ou ndo
apresentavam nenhuma colora¢@o avermelhada ou adquiriam uma leve tonalidade rosea.
Como em experimentos anteriores j4 haviamos documentado que a preservagdo a frio de
ilhotas pancredticas em HBSS estava associada a um alto grau de morte celular (DELFINO
et al., 1993), consideramos que a coloracdo vermelha observada em ilhotas preservadas a

frio em HBSS-RV pudesse estar ligada a dano celular irreversivel.

Para testar esta hipotese, documentamos que se ilhotas de rato recém-isoladas
em HBSS sio transferidas para soluc¢do salina isotonica e aquecidas por 15 minutos a 90
°C, um procedimento ja conhecido de promogdo de morte para ilhotas pancreaticas, e a

seguir coradas com 5 pmol/L RV, tornam-se completamente vermethas.

Adicionalmente, nos estudos que fizemos com ilhotas preservadas por 24 horas
em HBSS-RV, UW-RV e EC-RV, pudemos demonstrar que quando ilhotas preservadas
em HBSS-RV foram vistas sob o estereomicroscopio a percentagem de coloragdo em
vermelho das mesmas foi estimada em 100% em triplicatas de 5 experimentos
consecutivos. Estas mesmas amostras quando coradas com 0,1% azul tripano tornaram-se

completamente azuis. Coloracdo celular por azul tripano implica em morte celular uma vez
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que o corante apenas consegue penetrar c€lulas quando existem roturas nas membranas
citoplasmatica. O teste de exclusdo do azul tripano € correntemente utilizado como um teste
para viabilidade de ilhotas pancreaticas (BELLMANN et al, 1997; BENNET et al, 1999;
KIM et al, 2000).

Os dados apresentados sugerem que o RV possa ser utilizado como substituto
para o azul tripano em testes de viabilidade celular para ilhotas pancreaticas do rato. Em
concordancia, DYBOSWSKA, KRAWCZYNSKA, SOBOTA (1996) demonstraram
recentemente que os dois corantes foram capazes de penetrar membranas citoplasmaticas

de amebas, em proporc¢des semelhantes, apos eletroporagéo das mesmas.

O achado de uma significante correlagdo entre coloragdo por RV e por azul
tripano (R = 0,9854; P<0,001) em ilhotas pancreéticas de rato preservadas a frio por 24
horas em HBSS-RV, UW-RV e EC-RV sugere fortemente que no modelo estudado RV nao
pode penetrar através da membrana citoplasmatica das células de ilhotas pancreéticas vivas
e que a significativa protecdio na viabilidade celular, aferida ap6s preservagdo a frio por 48
horas pelo teste FDA/EB, das ilhotas mantidas em EC-RV quando comparadas as
preservadas em EC possa estar ligada a agdo do RV em nivel de membrana citoplasmatica
das células das ilhotas, possivelmente prevenindo o acimulo citoplasmatico de célcio e as
suas conseqiiéncias (COTTERILL et al., 1989; TAKEYAMA, et al., 1993; WEIGHT et al.,
1996; KRISTIAN&SIESJIO, 1998).

Outros efeitos do RV observados em células células isoladas podem resultar em
prote¢do das membranas celulares como, por exemplo, redugéo da produgdo de ERMO, da
lipoperoxidagdo e da protedlise (CARPENTER-DEYO& REED, 1991; GROSKREUTZ et
al., 1992; ZAMZAMI et al., 1995) e ndo podem ser excluidos.

Os resultados, também, sugerem cautela ao se analisar os dados relatados de
agdo protetora do RV em nivel de mitocondria isoladas e tentar extrapola-los para células e
tecidos. Tem sido dito, com sentido geral, que o RV pode penetrar células vivas (SASAKI
et al., 1992; MEINICKE et al., 1996; MEINICKE, BECHARA, VERCESI, 1998). Das
referéncias citadas para justificar estas afirmativas (FORBES&SPERALAKIS, 1979;
McCORMCAK&ENGLAND, 1983; HANSFORD, 1987; GUPTA et al., 1989), pode ser
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visto que alguma penetragdo inequivoca do corante pdde ser registrada para musculos

esqueléticos e midcitos, de uma maneira tempo e concentragdo de RV dependentes.

Ainda com respeito a internalizagdo celular do RV, Velasco e colaboradores
mostraram que, em culturas de neurdnios, RV foi capaz de penetrar neurdnios mas nio
células gliais sugerindo que células de um diferente sistema podem se comportar
diferentemente quanto a penetragdo do corante (VELASCO, MORAN, TAPIA, 1995).
Luft, quando estudou e descreveu a agdo do RV como marcador para microscopia
eletrdnica para virios tipos celulares, ja havia afirmado -excegdo feita para mastdcitos- que
o RV nfio penetrava através de membranas celulares integras (LUFT, 1971b). De fato, RV
vem sendo amplamente utilizado para documentar a  integridade de membranas
citoplasmaticas (TAYLOR-ROBINSON et al., 1991; ROSSI&SILVA, 1990; ESCANDE-
GERAUD et al., 1988; JURA, 1984/1985).

Levando-se em consideracdo a hidrossolubilidade do RV, seu relativamente
alto peso molecular (786, forma ndo-hidratada), e seu diametro (15 A), o mesmo possui
caracteristicas gerais de substdncias que ndo conseguem passar passivamente pela
membrana citoplasmatica (RAISON et al., 1971). Ademais, RV reage prontamente com 0s
polissacarideos 4cidos da por¢do externa da membrana celular (LUFT, 1971a). Sua
penetragdo celular, portanto, é esperada ocorrer via endocitose (SZURBINSKA&LUFT,

1971), um processo dependente de energia.

Na 2° parte de nossos estudos, o0 RV foi administrado iz vivo 20 minutos antes
da pancreatectomia. Alguma penetragdo celular era esperada ocorrer neste ponto se 0s
dados de Gupta et al com coragdes de ratos fossem também aplicaveis as células de ilhotas
pancreaticas (1989). Como o restante dos experimentos foi realizado sob hipotermia, um
processo conhecido por diminuir marcadamente o metabolismo celular/produgéo de energia
(BELZER&SOUTHARD, 1988; DOWNESS et al., 1973), ocorréncia de endocitose foi

altamente improvavel.
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Devido a pobre penetragdo celular do RV, novos bloqueadores da captacdo
mitocondrial de calcio estdo sendo estudados, visando-se aplicabilidade clinica. Embora os
resultados parecam promissores, novamente a penetracdo celular dos novos inibidores da

internalizacdo mitocondrial de célcio € suposta mas ndo comprovada (UNITT et al., 1999).

Assim, uma oObvia limitagdo para o uso de RV na preservagdo celular
hipotérmica € o fato de que a 4 °C sua penetragdo celular e seu efeitos benéficos diretos
relatados em mitocondrias isoladas ndo sdo esperados. No unico estudo que conseguimos
localizar sobre o papel do RV na preservag@o celular hipotérmica, COTTERILL et al.
(1989) demonstraram que a preservagdo de rins de coelhos em solugdo hipertonica de
citrato e salina isoténica contendo 5 pumol/L RV promoveu aumento da peroxidagdo de

lipideos.

A administra¢do de RV para os doadores das ilhotas, previamente a retirada do
pancreas, como fizemos na 2° parte deste trabalho experimental, representa uma tentativa de
evitar o acumulo celular de célcio e um esforco para permitir a penetragdo celular do
corante. Esta abordagem para humanos provavelmente sera limitada pela baixa penetragéo
celular, rapida depuragdo renal (MEYER, DAVIS, PERIANA, 1983) e toxicidade sistémica
do RV.

Em estudos preliminares, a administra¢do i.p. de 5 pmolkg de RV para ratos
LEW resultou em morte de 5 dos 6 animais injetados dentro de 30 minutos da inje¢édo
devido a toxicidade para sistema nervoso central, um achado em acordo com os dados de
GARCIA-UGALDE&TAPIA (1991), obrigando-nos a reduzir pela metade a dose
inicialmente planejada de RV. Mesmo com esta dose menor, 5-10 minutos apos a
administragdo i.p. de RV, os animais apresentavam-se com o pelo eri¢ado, tornavam-se

cambaleantes e letargicos, parecendo muito doentes.

Além das limita¢cdes mencionadas para aplicabilidade clinica do RV, o RV
disponivel comercialmente é uma prepara¢do de pureza entre 30-50%, sendo os maiores
contaminantes o ruténio marrom e o ruténio violeta. Embora seja possivel purifica-lo, em
nossos estudos nds ndo o purificamos porque a forma ndo purificada € cerca de 7 vezes

mais potente do que a forma purificada para o bloqueio da entrada de calcio nas
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mitocondrias (KEHRER&PARK, 1991). Acreditamos que o principal achado de nossos
estudos experimentais foi confirmar a inutilidade de HBSS para a preservagéo a frio de
ilhotas pancreaticas do rato. Nos ja havidmos anteriormente demonstrado que o mesmo ¢
também aplicavel a ilhotas humanas, uma vez que preservagdo a frio em UW e em 2
versdes simplificadas desta solug@o resultou em melhor manutengdo da viabilidade pos-

preservacio a frio destas ilhotas do que preservacdo em HBSS (DELFINO et al., 1993).

Estes achados tém sido substanciados pelos relados recentes indicando que a
viabilidade de ilhotas pancreaticas é diminuida apds preservagdo a frio em HBSS por
periodos tdo curtos quanto 3 horas para ilhotas de rato (SUGIYAMA et al., 1998) ou
mesmo tdo curtos quanto 90 minutos para ilhotas humanas (KENMOCHI et al., 1998).

De fato, solugdes com composicdo eletrolitica semelhante a do espago
extracelular tais como solucido salina isotonica, Ringer Lactato e HBSS, nfo sio
apropriadas para preservagio a frio uma vez que a Na'-K'-ATPase da membrana celular é
altamente sensivel a hipotermia. A redugéio desta ATPase faz com que potassio € magnésio
deixem a célula e sodio e outros ions se difundam para o seu interior, a favor de seus
gradientes eletroquimicos, o que somado a presenga de 4nions nio difusiveis intracelulares
(especialmente proteinas e fosfato) leva a aumento na concentragdo osmoéstica intracelular,
acarretando entrada de 4gua e consequente edema e rotura da célula e de organelas
intracelulares (MaCKNIGHT & LEAF, 1977).

Outro achado de nossos estudos foi o fato de que EC foi capaz de manter boa
viabilidade das ilhotas do rato apds 24 horas de preservagéo a frio, viabilidade comparavel

4 de ilhotas frescas e preservadas em UW pelo mesmo intervalo.

Antes da introdu¢do de UW na pratica clinica, EC era a solugdo mais
fregiientemente utilizada para a preservagéo a frio do pancreas humano (ABOUNA et al.,
1987, KALAYOGLU et al., 1988). OLACKet al. (1991) demonstraram que a substitui¢do
de HBSS por Euro-Collins para dissolver ficol (originando gradientes de Euro-Ficol)

aumentava a pureza e o nimero de ilhotas isoladas a partir de pancreas humanos e de c3es.
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Uma hora de incubagdo em EC do pancreas digerido pela colagenase foi
mostrada por BEHBOO et al. (1994) como capaz de melhorar o numero de ilhotas isoladas
por pancreas e os autores sugeriram que devido a hiperosmolaridade da EC houve aumento
da densidade do tecido exocrino e preservagdo da densidade das ilhotas, o que permitiu

isolamento de niimero maior de ilhotas.

O método de digestdo automatizada do péncreas humano descrito por
RICORDI et al. (1988) permitiu isolamento em larga escala de ilhotas pancreaticas a partir
do péancreas humano e de animais de esperimentagdo maiores ¢ € atualmente largamente
aplicado para o isolamento de ilhotas pancredticas humanas. Na publica¢do original, HBSS
foi utilizada para o preparo da colagenase, como a solu¢do submetida a aquecimento que
progressivamente dilufa a colagenase presente na cimara de isolamento e como a solugao
para lavadura das ilhotas coletadas. De fato, o uso de HBSS durante o procedimento
automatizado de purificagdo de ilhotas pancreaticas continua a ser relatado (RICORDI et
al., 1992; BENHAMOU et al., 1994; BRETZEL, 1997; ORLOFF et al., 1999; RABKIN et
al., 1999; OBERHOLZER et al., 2000).

Poder-se-ia supor que neste cendrio, a substituigdo de HBSS por outra solu¢do
de preservagdo viesse a ser benéfica para a manuten¢do da viabilidade das ilhotas. UW
seria a escolha natural, porém, ¢ uma solugdo muito viscosa com efeito inibitorio sobre a
acdo da colagenase (CONTRACTOR et al, 1995). KENMOCHI et al (1998)
demonstraram que para o isolamento de ilhotas pancreiticas humanas, a solugdo de
preservagdo Los Angeles 1 (LAP-1) e uma solugdo modificada de UW (UW sem fragéo 5
de amido para reduzir sua viscosidade) foram superiores a HBSS em termos de melhora no
namero de ilhotas obtidas e viabilidade global. EC é uma solugéo de baixo custo e pode vir
a ser uma candidata a substituir HBSS no processo de isolamento automatizado de ilhotas
pancreéticas humanas se nossos bons resultados utilizando EC para a preservagao a frio de
ilhotas pancreaticas forem repetido em modelos iz vivo em roedores e animais de

experimentacdo maiores.
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5.2. LDH E ILHOTAS PANCREATICAS

Em se tratando de estudos de viabilidade celular, embora a melhor
documenta¢io da viabilidade pés-preservacdo hipotérmica de ilhotas pancreaticas do rato
seja a reversdo do estado de diabetes experimental pelo transplante de ilhotas isogénicas,
existe necessidade de se utilizar testes rapidos e simples de viabilidade celular, tanto para
estudos experimentais quanto para avaliagio de ilhotas pancredticas humanas antes do

transplante clinico das mesmas.

A determinagdo da desidrogenase latica (LDH) em solugdes de preservagéo,
vem sendo utilizada como marcador de dano celular pds-preservagdo a frio de varios
érgdos e tecidos, incluindo pulmfo, rim e figado (SUGITA et al., 1999; ZAGER et al.,
1999: MATSUDA et al., 1999) e nés tentamos avaliar sua utilidade para a apreciacdo da
viabilidade pés-preservagdo a frio de ilhotas do rato.

Em estudos preliminares observou-se que quando 50 ilhotas pancreaticas eram
preservadas a frio em 400 pL de HBSS, HBSS-RV, UW ¢ UW-RV por 24 horas, ndo era
possivel observar-se atividade de LDH nas referidas solugdes de preservagdo. Utilizando-se
as mesmas solugdes e periodo de preservagéo, mesmo dobrando-se o nimero de  otas por
tubo e reduzindo-se o volume destas solugdes pela metade, a atividade da LDH nestas
solugdes ainda se encontrava abaixo da linearidade do teste utilizado (valor minimo para

linearidade: 38 U/L; valores obtidos: 2-14 U/L).

Frente a estes resultados iniciais determinou-se a atividade de LDH em ilhotas
pancredticas e tecido pancredtico exécrino e, também, em 2 Orgdos onde a atividade da
LDH ¢é utilizada como marcador de dano celular pds-preservagdo: rim e figado. Os
resultados demostraram que a atividade tecidual da LDH em ilhotas pancredticas de ratos
LEW ¢ muito baixa para ser utilizada, com a metodologia empregada, como um marcador
de dano celular pos-preservagdo e que esta atividade € significativamente menor do que

verificada para o tecido pancreatico exdcrino, rins e figados.
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SEKINE et al., (1994) documentaram recentemente que as células B do
pancreas possuem baixa atividade tissular de LDH, baixo transporte transcelular de lactato,
e aumentada atividade tissular de glicerol fosfato desidrogenase mitocondrial (GPDHm).
Comparativamente ao figado, a atividade de LDH encontrada pelos autores foi 100 vezes
menor nas células B, em linha com os resultados por nds obtidos que demonstraram
atividade 84 vezes menor (nas ilhotas, as células B compreendem 60-80% do conteudo
celular, sendo o restante constituido principalmente por células o, 8, PP e endoteliais).
Estes autores sugerem que a baixa relagdo LDH/GPDHm nas células B seja importante na
percep¢do das alteragdes e na estimulacdo preferencial da oxidagdo mitocondrial (glicolise
oxidativa) sobre a glicélise anaerdbica nas células P frente aos aumentos de glicose, e
comentam que a atividade da LDH em células p € pelo menos 100 vezes menor do que para

todas as células de mamiferos até entdo estudadas.

JIJAKLI et al. (1996) confirmaram os resultados de baixa atividade tissular de
LDH em células B e a importancia desta baixa atividade para a estimulacdo preferencial da
glicolise oxidativa. ISHIHARA et al., (1999) em estudos promovendo expressdo aumentada
de transportadores de monocarboxilato nas membranas citoplasmaticas de células P
(transportam lactato e piruvato), concluiram que a baixa atividade de transportadores de
monocarboxilato nas membranas e a baixa atividade de LDH nas células B protegem as
mesmas dos efeitos estimulatorios do lactato, evitando a secre¢do desnecessdria, € a0 nOsso

ver inadequada, de insulina em estados catabdlicos como, por exemplo, exercicio.

5.3. DIABETES EXPERIMENTAL PELA ESTREPTOZOCINA

Modelos animais experimentais sdo freqiientemente utilizados para pesquisas
sobre diabetes mellitus. Embora varios modelos animais de promocdo de diabetes mellitus
estejam disponiveis (MENDEZ&RAMOS, 1994), o mais frequententemente utilizado € a
inducdo de diabetes quimico pela administragdo dos toxicos para células B, aloxana e

estreptozocina. A dose diabetogénica de uma dada substancia € definida como a quantidade
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do agente indutor que promove necrose de células B e hiperglicemia mantida em pelo

menos 80% dos animais de uma dada espécie, mas ndo causa dano a outros Orgaos.

Com relacdo a estreptozocina, a mesma foi isolada e caracterizada como um
antimicrobiano de largo espectro a partir de colonias de Streptomyces achromogenes
(HERR, EBLE, JAHNKE, 1960). Baseado nos estudos pré-clinicos da estreptozocina que
revelaram que sua administracdo endovenosa em altas doses produzia diabetes mellitus em
ratos e cdes, RAKIETEN, RAKIETEN, NADKARNI (1963) estabeleceram que a
administracdo de 50 mg/kg EV de STZ promovia diabetes de longa dura¢do em ratos e cées
e que as ilhotas de Langerhans dos animais diabéticos encontravam-se rotas € com

diminuigio importante ou auséncia dos granulos das células .

Em uma série de estudos JUNOD et al. (1967; 1969) confirmaram a
especificidade da lesdo das células B, documentando que evidéncia histologica ja €
observavel apds 1 hora e maxima em 7 horas, sendo que apds 24 horas o conteudo de
insulina das células B € reduzido em 95% ou mais, e estabeleceram a dose diabetogénica

para ratos Wistar.

SCHNEDL et al. (1994) demonstraram que esta toxicidade dirigida para as
células B é devida a similaridade da molécula de STZ com a da glicose o que permite que a
mesma seja internalizada via transportadores GLUT2. GLUT 2 estd presente ainda em
hepatdcitos, células epiteliais intestinais e renais, e astrécitos de alguns nicleos cerebrais,
conferindo capacidade glico-sensora as c€lulas em que se encontra expresso (MACHADO,
1998). THULESEN et al. (1997) relataram que o tratamento com insulina diminui a
expressio de GLUT2 nas células B pancredticas e previne a acdo diabetogénica da

estreptozocina.

A acdo celular da estreptozocina parece envolver produgdo de ERMO
(ASPLUND et al., 1984) capazes de promover alquilagdo de bases de DNA em varios
niveis, as quais quando reparadas causam alteragdes letais no metabolismo de células f por
acarretarem deple¢do de NAD. Recentes evidéncias sugerem que o 6xido nitrico possa estar

envolvido neste mecanismo de citotoxicidade. De fato, o 6xido nitrico esta envolvido na
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fragmentagdo de DNA vista em células apoptoticas e pode interagir com O, para gerar
hidroxila, ERMO altamente reativa. Nitrito pode ser liberado por decomposi¢do espontanea
da STZ (TAKAMA et al, 1995) e acarretar produgio de oOxido nitrico. BEDOYA,
SOLANO, LUCAS (1996) demonstraram que o bloqueio da produgdo de 6xido nitrico nas
ilhotas diminui a fragmenta¢do de DNA promovida pela STZ.

Além do modelo téxico acarretado pela injecéo de dose tnica elevada de STZ, a
mesma se administrada por 5 dias consecutivos, intravenosa ou intraperitonealmente, em
doses pequenas, é capaz de induzir diabetes por insulinite em camundongos
(LIKE&ROSSINI, 1976). WEIDE& LACY (1991) demonstraram que a natureza da
insulinite é auto-imune, possivelmente devido a inducgdo de neoantigenos nas ilhotas por

acdo da STZ.

Em nosso trabalho verificamos que para ratos Wistar ndo isogénicos estudados
a dose diabetogénica de STZ ¢ de 60 mg/kg. Ja para os ratos Lewis isogénicos analisados a
dose diabetogéncia de 50 mg/kg, sendo a de 60 mg/kg por demais toxica e a de 40 mg/kg

insuficiente.

Nos estudos com diferentes rotas de administragéo de estreptozocina para ratos
Wistar-Furth isogénicos, comprovamos que a dose de 60 mg/kg EV (quer veia sublingual,
quer veia de cauda) promove diabetes mantido por 40 semanas em 100% dos animais
estudados. Com esta dose, porém, toxicidade sistémica aprecidvel ocorreu apos o uso da
droga pela veia sublingual, a exemplo do verificado com a mesma dose e via para Lewis
isogénicos. A administragdo de STZ por via intraperitoneal nio promoveu em 30% dos
animais, apos 2 semanas de observagdo, diabetes como definido operacionalmente. Um dos
ratos deste experimento, inclusive, encontrava-se severamente diabético na primeira
semana ap6s a administragio de STZ enquanto que na segunda semana regressdo parcial

deste estado havia ocorrido.

SIMON&WEST (1992), estudando a administragdo ip. de STZ para ratos
Wistar encontraram diabetes leve e instavel na dose de 45 mg/kg, porém, na dose de 60

mg/kg, como por nés utilizado, o diabetes ocorreu em 100% dos animais e foi duradouro.
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Recomendamos, com base em nossos resultados em ratos Wistar-Furth, que
caso a via intraperitoneal pela sua natural facilidade for a preferida, que se espere pelo
menos 2 semanas para excluir-se reversdes espontaneas do diabetes. Sugere-se, também,
que para cada determinado grupo de animais a ser estudados seja determinada a dose

diabetogénica ideal antes do inicio dos experimentos propriamente ditos.

Em nossos experimentos, por vezes, houve rotura dos tubos Ependorff durante
a centrifugacio para obtengdo do soro para glicemia. Tal fato € realmente negativo,
especialmente levando-se em conta que o reduzido volume plasmatico destes animais
diabéticos dificulta coletas multiplas diarias de sangue. Desde que adotamos a conduta de
pré-testar os tubos utilizando dobro do tempo previsto para a centrifugago, isto passou a

ndo ser mais um problema.

5.4. TRANSPLANTES INTRAPORTAIS ISOGENICOS

Sobre nossos estudos de transplantes intraportais com ilhotas pancredticas,
alguns coment4rio podem ser feitos. Quanto a época apo6s a indugéo do diabetes na qual os
animais devem ser transplantados, parece-nos prudente que o transplante seja feito de 2-4
semanas apds a indugdo do estado hiperglicémico para que se evitem transplantes em

animais com diabetes ainda instavel ou que se transplantem animais ja bastante debilitados

por longa duragio do estado hiperglicémico.

Para nossa colonia de Lewis isogénicos, a melhor dose para indugdo do diabetes
para transplante € a de 50 mg/kg, EV, 40 mg/kg produz um diabetes mais leve, porém, com
possiblidade de reversdo parcial espontdnea para limites aquém do estabelecido como
critério operacional de diabetes, dificultando a analise dos resultados. No primeiro grupo de
animais transplantados (STZ, 50 mg/kg) pode se observar perfeita funcdo dos enxertos por
12 semanas sendo que as glicemias nos meses 9 e 12 pos-transplante encontravam-se
elevadas, normalizando-se no 15° més. Tal comportamento pode refletir deterioracdo
tempo dependente das células B dos transplantes intraportais experimentais, como

inicialmente descrito por ZIEGLER, RECKARD, BARKER (1974) e confirmado
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posteriormente por outros autores (ALEJANDRO et al,, 1986; ORLOFF et al., 1988;
HILLER et al., 1991).

Ao contrario do sucesso da primeira série de transplantes na segunda série de
transplantes (diabetes pela STZ, 50 mg/kg), embora tenha ocorrido reducdo da
hiperglicemia de todos os receptores pelo transplante, apenas 1 dos 5 animais
transplantados pdde ser considerado curado do diabetes experimental. Na analise das
possiveis causas, foi identificado que o pH da HBSS em uso -3 frascos distintos preparados
na mesma data- era 8 (temperatura ambiente e 4 °C) . As colagenases preparadas com
HBSS destes lotes tinham pH = 8 a 4 °C e entre 7.8-7,9 em temperatura ambiente. O pH do
HBSS imediatamente apos o preparo, pré-filtragem em filtros 0,2 um da Nalgene®, tinha
sido 7,2. Foi preparado, entdo, novo lote de HBSS. Novamente, apos filtragem com os
filtros acima mencionados, o pH, a 4 °C, elevou-se de 7,2 para 8,5 em HBSS e 8,5 na
colagenase preparada a partir deste HBSS. Por atraso na chegada do material, os filtros
utilizados ja tinham sua validade expirada. Depois que foram utilizados filtros do mesmo
fabricante dentro do prazo de validade, o pH da HBSS pés-filtragéo ndo se elevou mais que

0,2 acima do basal verificado imediatamente apds o preparo das solugdes.

Os resultados dos transplantes foram uniformes com os ratos diabéticos pela
STZ na dose de 40 mg/kg. Houve normalizagdo da glicemia ja no primeiro dia pos-
transplante e isto foi mantido por 15 meses. No entanto, a dose de 40 mg/kg de STZ para
induzir diabetes experimental para transplantes ndo nos pareceu adequada pois 1 animal
considerado diabético foi transplantado e quando do transplante a glicemia n3o se
encaixava nos parametros de definicdo de diabetes para os estudos. O fato de que estes 3
animais ndo apresentaram alteragdes do controle glicémico a longo prazo, ao contrario dos
animais constantes da primeira série de transplantes, pode sugerir que os primeiros possam
ter sido realizados com ilhotas com a viabilidade um pouco comprometida pelo pH da
HBSS. A demora em mais de 1 semana para normalizacdo da glicemia pelo transplante
para um dos animais da primeira séric ¢ uma outra observa¢do na mesma linha de
raciocinio. Dados de pH pds-filtragdo da HBSS preparada para a primeira série de

transplantes ndo sio, no entanto, disponiveis.
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1) No momento, a forma mais consistente de reposicdo das células f por
transplante para o paciente insulino-dependente € o transplante do péancreas total, em que

pesem as potenciais complicagdes associadas a este procedimento.

A confirmacdo da efetividade dos transplantes intraportais de ilhotas
pancreaticas para a cura da hiperglicemia dos diabéticos tipo 1 (Shapiro et al., 2000)
representa um grande avango na 4rea médica e se os resultados deste grupo forem
confirmados nos estudos multicéntricos em curso, pela simplicidade do procedimento e
pela auséncia dos riscos do transplante da parte exdcrina do pancreas, tal transplante
deixara de ocupar o lugar de procedimento quase experimental para alcangar estagio de

tratamento clinicamente validado.

Para fazer frente ao transplante do orgdo total, insulino-independéncia pelo
transplante de ilhotas pancreaticas precisara ser alcangada, de preferéncia, com transplante
das ilhotas obtidas do pancreas de um unico doador. Devido a isto, ha necessidade de se
incrementar pesquisas visando obter um nimero maior de ilhotas isoladas por pancreas e de
se minimizar a perda da viabilidade das mesmas durante os periodos de isolamento e
preservacdo a frio que antecedem seu transplante, elevando ao maximo o volume de células

B a serem transplantadas.

Em nossos estudos a tentativa de obtencdo de um nimero maior de ilhotas
pancreaticas a partir do pancreas murino pela administragéo i.p. de RV pré-pancreatectomia
seguida de sua adicdo a HBSS utilizada durante o isolamento ndo logrou aumentar o
numero ou a viabilidade das ilhotas obtidas.

2) Com os testes utilizados, a adi¢do de 5 pmol/L. de RV para HBSS e UW ndo
melhorou a viabilidade de ilhotas pancreaticas do rato preservadas a frio por 24 horas.
Embora a administra¢do intraperitoneal de RV e sua inclusdo em Euro-Collins tenham se
mostrado benéficas para a viabilidade das ilhotas pancredticas do rato (48 horas de
preservagdo hipotérmica, teste FDA/EB), acreditamos que estas manobras nido deverdo
encontrar aplicabilidade clinica, principalmente devido a toxicidade para o sistema nervoso

e a baixa penetracdo celular do RV.
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Nossos experimentos, em linha com evidéncias recentes disponiveis na
literatura, mostraram que preservag@o a frio das ilhotas pancreaticas do rato em HBSS,
solug@o utilizada por varios centros para o isolamento e preservagéo a frio por curto periodo
de ilhotas pancreaticas de animais de experimentagdo e humanas, resultou em importante
reducdo da viabilidade celular apds 24 horas de preservagdo, por todos os testes de
viabilidade celular utilizados.

O bom desempenho da solugéo de Euro-Collins em nossos estudos, a qual foi
capaz de preservar por 24 horas a viabilidade de ilhotas pancredticas do rato de maneira
idéntica a solu¢do de UW, solugfo padrdo para a preservacdo a frio de pancreas e ilhotas
pancreaticas, sugere que a mesma possa Vir a ser testada, em substituicdo a HBSS, para o
isolamento de ilhotas pancredticas humanas, especialmente porque a solugdo de UW,

ooooo

pancreas humanos.

3) Embora testes in vitro sejam indispensaveis para estudos de solugdes de
preservacgdo celular, em se tratando de estudos com ilhotas pancreaticas a prova definitiva
de viabilidade pos-preservagdo a frio destas é obtida pela demonstragdo de reversdo da
hiperglicemia de animais isogénicos com diabetes experimental pelo transplante das

mesmas.

Como resultado de nossos estudos, estabelecemos junto ao Laboratorio de Pos-
Graduag¢io e ao Biotério do Hospital Universitario da Universidade Estadual de Londrina
os modelos do rato diabético pela estreptozocina e do transplante intraportal isogénico de
ilhotas pancredticas, modelos estes que serdo utilizados para o prosseguimento de estudos

in vivo envolvendo preservagdo a frio de ilhotas pancredticas.

A partir de nossas observagdes com estes modelos podemos sugerir que se
determine a dose diabetogénica de estreptozocina para cada colonia de animais a ser
estudada, previamente ao inicio dos estudos propriamente ditos, € que, para o transplante
intraportal de ilhotas panceaticas murinas, utilizem-se animais diabéticos entre 2-4 semanas
apos a administracdo de STZ, uma vez que neste intervalo o diabetes quimico ja se encontra

estavel e os animais ainda ndo se encontram muito debilitados pelo diabetes experimental.
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ANEXO 01- Tabela com os componentes das solugdes HBSS, UW e EC.

Componentes HBSS (mmol/L) UW (mmol/L EC (mmol/L)
Sadio 138,0 30,0 10.0
Potassio 5.8 120,0 115,0
Calcio 1.3 - -
Magnésio 0.8 5,0 -
Bicarbonato 42 - 10,0
Cloreto 144.5 - 15.0
Fostato 15.3 25,0 57.0
Sulfato 0,8 5,0 -
Glicose 5.6 - 198.0
Fragdo 5 de amido - 5,0 g% -
Lactobionato - 100,0 -
Rafinose - 30,0 -
Adenosina - 5,0 -
Glutationa - 3,0 -
Alopurinol - 10 -
Osm (mOsm/L) 316,0 320,0 405,0
pH 7,2-7.4 7,2-7,4 7,2-7,4
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ANEXO 02. Tubo de centrifigagio com gradientes descontinuos de ficol utilizado para
isolamento das ilhotas pancreéticas do rato. Tecido exocrino fica no precipitado.

[lhotas na parte superior dos gradientes.

Ihotas
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ANEXO 03. Visdo aproximada para melhor visualizagdo das ilhotas contidas nos gradientes de

ficol da figura contida no ANEXO 2.

ILHOTAS
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ANEXO 04. Tlhotas de ratos Lewis coradas por ditizona imediatamente apés o isolamento.
Preparagdo contendo acima de 95% de ilhotas. Fragmentos de tecido exocrino com

coloragio bem menos evidente. Aumento de 40 vezes.
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ANEXO 05. Figura representativa de ilhota pancreatica do rato corada por FDA/EB. Ilhota

completamente vidvel, verde. Aumento de 100 vezes.
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ANEXO 06. Figura representativa de ilhota pancredtica do rato preservada por 24 horas em
HBSS e corada por FDA/EB. Ilhota com importante redu¢do na viabilidade.

Células da camada externa completamente mortas (vermelhas). Aumento de 100

VEZES.
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ANEXO 07- Espectro de absor¢do das diferentes solugBes e reagentes utilizados no teste MTT.

700
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300 -

D.0O. x 1.000
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405 450 492 550 620
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ANEXO 08-Teste MTT (1 Parte trabalho experimental) para ilhotas de ratos Lewis isogénicos
frescas e preservadas a frio por 24 horas. Resultados das absorbancias x 1.000. Na
primeira coluna constam os numeros dos experimentos. Baixa e alta referem-se ao

contetido de glicose do meio de incubagdo.

Freseas HBSS 24) HBSS-RV(24) UW(@24)  UW-RV(24)
Baixa Alta Baixa Alta Baixa Alta Baixa Alta Baixa Alta
1 321 254 102 191 166 221 158 219 181 109
2 250 250 38 91 85 137 112 126 99 132
3 206 218 161 137 123 97 146 153 137 152
4 242 258 97 146 135 159 157 162 211 151
5 163 140 116 110 115 106 158 171 160 201
6 248 243 167 166 132 137 146 178 162 178
7 259 256 138 147 150 153 95 108 93 139
g8 271 301 206 200 178 208 209 231 186 172
9 201 194 97 120 118 115 135 147 137 140
10 197 174 103 92 109 66 135 122 127 150

236,0 229,0 127,5 1400 131,1 1379 1451 1622 150,3 1524
DP 45.3 47.5 39,1 38,0 . | 48,7 305 39.6 39,0 25,9

x|
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ANEXO 09- Resultados do teste FDA/EB ( 1? parte trabalho experimental) para ilhotas do rato

Lewis isogénico frescas e preservadas a frio por 24 horas.

Frescas HBSS HBSS-RV UwW UW-RV

1 14,6 33 4,6 14,6 14.8
2 14,7 19 3.8 14,9 14.6
3 14,5 5.4 4,5 14,8 14,9
4 14,5 4.6 4,1 14,9 14,9
5 13,1 5,2 4,6 14,6 14,7
6 13,6 4,1 0,6 14,8 14,8
7 14,5 3.4 33 12,7 14,7
8 14,6 2,6 2,6 14,8 14.0
9 14,3 1.4 L5 14,9 14.9
10 14,6 1.8 2,2 14,9 14,4
X 14,3 34 3.2 14,6 14,7

D.P. 0,5 1.4 1.4 0,7 0.3
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ANEXO 10- Atividade tecidual de LDH em rins, figados, pédncreas exécrmo e ilhotas

pancreaticas de ratos Lewis isogénicos.

LDH . Tecido Pincreas Ilhotas

. Tecido renal 7 P Gis
nmol/min/pg prot hepatico exocrino pancreaticas
Duplicata 1 2410 3000 6130 4780 244 248 72 230
Duplicata 2 2680 3260 4200 6550 304 308 139 17
Duplicata 3 3000 3400 5440 6330 285 266 10 et
Duplicata 4 2820 2730 7000 5520 249 271 1 20
X duplicatas 2912.5 5745,5 2719 68.6

D.P. duplicatas 321,2 942.0 251 78,1
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ANEXO 11- Absorbéncias do teste MTT (2* Parte trabalho experimental) para ilhotas de ratos

Lewis isogénicos

frescas e preservadas a frio por 24 horas. Resultados das

absorbancias x 1000. Incuba¢io em RPMI 1640 com baixa concentragdo de

glicose. Na primeira coluna constam os numeros dos experimentos.

Frescas Frescas- HBSS  HBSS- Uw UW- EC EC-
RV 299 RV(Q24) (249 RV(24) (24 RV(29

1 188 169 84 75 95 103 73 100

2 189 190 111 110 199 161 141 133

3 138 185 67 109 113 139 101 150

- 175 166 87 73 145 128 j & 47 91

5 210 151 126 102 148 132 169 126

6 170 85 75 72 168 133 104 98

7 182 177 108 88 157 126 116 118

8 115 135 39 40 74 73 93 97

9 149 159 52 27 74 36 80 29

10 132 85 45 43 105 138 103 105
X 164.8 150,2 79,4 73,9 127,8 116,9 109,7 104,7
D.P. 30,0 379 29,4 29,5 41,9 36,9 28,4 32.5
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ANEXO 12- Absorbancias do teste MTT (2° Parte trabalho experimental) para ilhotas de ratos.

Lewis isogénicos frescas e preservadas a frio por 24 horas. Resultados das
absorbancias x 1000. Incuba¢do em RPMI 1640 com alta concentragio de glicose.

Na primeira coluna constam os nimeros dos experimentos.

Presis Frescas- HBSS  HBSS- UwW UW- EC EC-
RV (24) RV(24) (24 RV(249) (29 RV (24)

1 170 162 81 70 113 106 109 112

2 181 196 84 116 155 132 166 185

3 147 251 87 138 112 ey 90 142

4 154 169 105 51 116 111 102 119

5 190 152 144 110 160 139 153 127

6 156 164 84 94 126 96 121 133

7 244 157 129 88 160 155 80 116

8 165 123 50 84 95 93 68 172

9 174 149 47 S 42 42 58 51

10 118 116 64 68 135 120 119 131
X 169.9 163,9 87.5 86,3 121,4 112,1 106,6 125,8
D.P 32,9 38,0 314 29.5 317 31,3 34,8 32,1
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ANEXO 13- Resultados do teste FDA/EB (2° parte trabalho experimental) para ilhotas do rato

Lewis isogénico frescas e preservadas a frio por 24 horas

Froscas Frescas- HBSS  HBSS- UwW UW- EC EC-
RV (24) RV (24) (24) RV (24) (24) RV (24)
1 14.8 14,4 0,2 0,9 14.3 14,6 12:1 14,1
2 14,9 14,5 1.9 22 14,5 13.9 14,3 13,5
3 14,8 14,7 1,6 0,3 14,5 13,7 12,6 132
4 13,1 14,4 0,7 0,9 13,7 12,7 12,7 13,7
5 14,5 14,5 0,7 0,7 14,2 14,2 11,8 143
6 14,7 14,2 1,7 2.2 14,2 14,5 12.9 14,7
7 14,8 15,0 1.9 1.0 14,7 14,3 13,1 13.4
8 14,7 14,8 0,3 0,3 14,8 14,5 14,6 14,2
9 14,8 14,8 0,2 1,6 14,8 14,0 14,2 14,7
10 14,9 14.9 0,3 2,0 14,8 14,6 14.8 14,8
X 14,6 14,6 0,9 1,2 14,4 14,1 13,3 14,1

D.P. 0,5 0,2 0,7 0,7 0,4 0,6 1.1 0.6
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ANEXO 14- Resultados do teste FDA/EB (2* parte trabalho experimental) para ilhotas do rato

Lewis isogénico frescas e preservadas a frio por 48 horas.

| —— Frescas- UwW UW-RV EC EC-RV
RV (48) (48) (48) (48)
1 14,8 14,4 132 14,7 8,55 137
2 14.9 14,5 12,8 12.2 12,9 12,4
3 14.8 14,7 13.8 13.5 12.1 13.3
4 13,1 14.4 13,8 135 12,9 137
5 14,5 14,5 9,7 13.4 8.8 13,6
6 14,7 14,2 13,8 14,2 8.3 14,1
7 14,8 15,0 14,0 14,0 13,4 13.8
8 14,7 14,8 14,3 14,2 13,9 14,1
9 14,8 14,8 14,6 13,9 14,0 14,1
10 14,9 14,9 14.0 13,8 12.5 12,4
X 14,6 14,6 13,4 137 11,7 13.5

D.P. 0,5 0,2 1,4 0,7 2.3 0,6
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ANEXO 15. Tlhotas pancreaticas do rato imediatamente apds isolamento (RV injetado no
peritonio dos ratos doadores de ilhotas e HBSS-RV utilizado para lavaduras).

Apenas raros fragmentos de tecido corados em vermelho. Aumento de 30 vezes.
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ANEXO 16. [lhotas preservadas em UW-RV por 24 horas. Apenas pequenas por¢des de algumas

ilhotas apresentam coloragdo avermelhada. Aumento de 30 vezes.
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ANEXO 17. Ilhotas pancreaticas do rato apos 24 horas de preservagdo a frio em HBSS-RV.

Ilhotas e fragmentos completamente corados (vermelhos) por RV. Aumento de 30

VEZES.

Anexos
151



ANEXO 18. Ilhotas pancreaticas do rato, da mesma amostra do anexo 17, apos terem sido

coradas com azul tripano. Note-se a forte coloragdo azul das ilhotas indicativa de

rotura da membrana citoplasmatica. Aumento de 30 vezes.
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ANEXO 19- Pesos semanais de 20 ratos e 20 ratas Lewis isogénicos com agua e dieta (Nuvilab
CR 1) ad libitum.

Bt Peso dos machos (g) Peso das fémeas (g)

Média D.P. Média D.P.

= 57.8 12,9 51,9 12,2
5 75.1 11,2 70,0 10,7
6 129.3 12,6 109,4 25
7 160,8 129 129.5 7.9
8 185,0 115 142,0 7,6
9 216,7 18,6 159,0 8.6
10 242.0 16,1 172,8 10,0
11 262,5 15,8 183,0 8.4
12 271.3 16,2 187,5 8.3
18 279,2 23,0 195.4 8,1
14 290,5 222 200,2 10,3
15 298.8 21,2 202,6 9,9
16 304,1 232 206,6 9.9
17 - 316,0 20,9 209,7 8,9
18 322,0 20,8 2127 9,1
19 331,0 20,2 214,0 10,7
20 339.,5 21,7 218.8 10,7
21 345,5 21,3 2204 11,1

22 352.1 20,7 222.8 10,5
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ANEXO 20- Evoluggo dos pesos nos tempos 0 (STZ), 2, 20 e 40 semanas p6s-STZ em ratos WF

iS0génicos.
Pré-STZ 2 semanas 20 semanas 40 semanas

Grupos

X + D.P. X + D.P. X + D.P. X + D.P.
Controle 2690 + 16,6 2795 + 14,5 3294 + 13,2 3414 + 150
Peritonio 2702 + 15,0 2447 + 93 2246 + 20,0 2358 + 19,3
Cauda 2636 + 23,1 2413 + 149 2241 + 11,4 2224 + 21,0
Lingua 2596 + 17,5 222,7 + 144 210,0 £ 17,7 21958 + 112
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ANEXO 21- Evolugdo das glicemias nos tempos 0 (STZ), 2, 20 e 40 semanas p6s-STZ em ratos

WF isogénicos.

Pré-STZ 2 semanas 20 semanas 40 semanas
Grupos

X + D.P. X + D.P. b3 + D.P. X + D.P.
Controle 1207 4+ 113 86,2 + 14,1 75,0 + 4.6 109,7 + 9.8
Peritonio 1142 + 13,0 621,3 + 652 4445 + 21,0 593,8 + 38,0
Cauda 1156 + 158 5706 + 742 493,1 + 65,0 619,1 + 113,2
Lingua 129,1 + 189 6189 + 74,1 5143 + 68.8 673, 7 + 82,0
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ANEXO 22- Evolugdo a longo prazo da primeira série de transplantes isogénicos para ratos

Lewis previamente feito diabéticos por 50 mg/Kg de estreptozocina.

Seguimento LD10a LD30 LD50
Tx 604 468 792
1d 103 174 140
3d 268 B 200
5d - 180 -
6d - - 155
7d 303 115 -
2s 160 148 147
3s 180 60 134
4s 131 134 105
5s 131 103 127
6s 123 112 144
7s 134 113 171
8s 104 156 112
9s 136 - -

12s 110 89 114
9m 346 218 282
12m 435 174 359

15m 168 - 159
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ANEXO 23- Evolugdo a longo prazo da segunda série de transplantes isogé€nicos para ratos

Lewis previamente feito diabéticos por 50 mg/Kg de estreptozocina.

Seguimento LD201 LD202 LD204 LD205 LD206
X 919 714 510 642 774
1d 138 232 139 50 230
2d 576 510 474 165 512
3d 495 457 1152 186 471
5d 442 413 460 156 495
7d 385 415 421 144 469
10d 450 473 448 121 226
2s 433 392 425 137 422
3s 400 355 404 138 407
4s 338 324 385 109 417
5s 378 331 426 133 409
7m - - - 132 -
10m - - - 214 -
15m - - - 150 -

UNICAMP
3IBLIOTECA CENTRAL

SECAO CIRCULANT
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ANEXO 24- Evolugio a longo prazo de transplantes isogénicos para ratos Lewis previamente

feito diabéticos por 40 mg/kg de estreptozocina.

Seguimento LD207 LD209 LD212
T% 484 521 512
1d 94 141 175
2d 133 124 176
3d 194 179 164
4d 164 194 241
5d 134 177 239
6d 148 127 200
7d 142 126 156
2s 108 99 124
3s 122 121 154
4s 95 106 106
7m 155 152 138

10m 164 175 185

I5m 133 165 147
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