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I - INTRODUCXO

I.1. Considerag¢des iniciais

Todos os aspectos histdricos dos transplantes de te-
cido pancredtico para normalizar a glicemia de individuos
diabéticos foram publicados por Hegre § Lazarow (1977) e pos
teriormente, por Eloy, Noillon & Dubois (1980) , Sutherland
(1981), entre outros. Segundo Eloy et aflfii, (1980) a era
moderna dos transplantes pancreaticos iniciou-se em 1970, com
varios estudos, alguns bem sucedidos, em vdrias espécies uti
lizadas como modelos experimentais: ratos (Ballinger § Lacy,
1972, Boschero & Negreiros de Paiva, 1977; Matas, et aflidi ,
1977a}; camundongos (Panijayanond, Soroff § Monaco, 1973) ;
porcos (Sutherland et alfi{, 1974); caes (Mirrovicth & Cam-
piche, 1976; Lorenz et alfii, 1979).

As fontes de tecido doador foram tecido
adulto, neonatal e fetal, transplantados como aloenxertos ou
isoenxertos em diferentes sitios no receptor (sob a cavosula
do rim, no bago, intramuscular, etc).

As tentativas para a adaptacio de novas técni-
cas em aloenxertos de ilhotas livres ou tecido pancreatico ,
inclusive no homem, ndo tém sido bem sucedidas (Najarian, et
allii, 1977; Groth, et allii, 1980 e Sutherland, 1981 e 1982.A
rejeicao ocorre rapidamente, devido & vulnerabilidade univer
sal das ilhotas de Langerhans‘transplantadas aliado ao fato
de que 0s regimes imunossupressores, utilizados em

transplantes de rim, por exemplo, tém sido ineficientes.

Segundo Sutherland, et affii (1980b), o insuces



so nesses transplantes, se deve as seguintes causas:

a. transplante de poucas ilhotas viaveis quando obtidas de
doadores adultos;

b. transplantes em sitios inapropriados;

c. utilizagdo de tecido alogénico (dissimilar antigenicamen-
te) que & mais susceptivel a rejeigdo;

d. ineficiéncia do tratamento por métodos utilizados na imu-
nossupressao, como por exemplo, a administracdo de corti
coides, os quais desenvolvem um meio ndo favordvel &s ilho
tas e sao potencialmente diabetogénicos., Além disso tem
sido demonstrado que a imunossupressdao tem sérios efei-

tos colaterais e no caso do Diabetes mellitus, que & uma

doenga croénica, os riscos da imunossupressio vodem ser maio-
res do que os riscos de um tratamento continuo com insulina
ex6gena (Sutherland, 1981). Este autor enumera em sua revi-
sao uma variedade de drogas e seus protocolos de imunossupresso-
res que tem sido testados em varios modelos experimentais pa
ra transplantes de ilhotas. Contudo, a despeito da imunossu
pressao generalizada ter prolongado a sobreviveéncia de alo-
enxertos de ilhotas em alguns modelos experimentais, tais re
sultados sac ainda muito controvertidos, Schulak, Frankling § Re

ckard, 1977.

I.2. Aspectos imunolégicos dos alotransplantes pancredticos

Entre individuos antigenicamente dissimilares,
a rejeigdo tem sido considerada uma das graves consequéencias
dos transplantes pancreaticos, tal como nos transplantes de
outros Orgaos (Lillehei, et a£fii, 1970). O diagndstico da
rejeigdo € usualmente feito quando a hiperglicemia retorna.

Os exames histologicos dos aloenxertos pancrea



ticos rejeitados mostram edema, hemorragia intersticial e in

filtracdo celular {Umeyama, et alfii, 1980).

Duas teorias tentam explicar as causas da re-
jeicao:

a. Teoria dos linfdcitos migradores - Segundo Snell ({1957) ,
os linfocitos do doador carreados dentro do enxerto, evo
cam a rejeigdo imunoldgica.

b, Teoria de Medawer (1963) - Esta teoria propnle que a pre-
senca de antigenos em todas as células do enxerto causam
a rejeigao do mesmo. Entretanto, Lafferty (1980) sugere
que a rejeicdo resulta de uma interagdo entre antigenos e
linfécitos ativadores presentes no enxerto, para que oS,
antigenos de histocompatibilidade sejam feconhecidos pe-
lo hospedeiro . Sendo assim, um tratamento que reduza
ou elimine os linfocitos do enxerto, como a cultura {n vi
trho , impediria que a rejeigdo ocorra, pois os antigenos por
si s0 ndc constituem barreira para a aceitacgdo dos aloen-

xertos.

I.3, A expressao dos determinantes de maior barreira de his-

tocompatibilidade sobre as ilhotas de Langerhans,

Os antigenos HL-A sdo glicoproteinas associadas a
membrana da células, que exibem um grande polimorfismo. O sis-
tema HL-A & tipico de uma classe de complexo molecular de maior
histocompatibilidade encontrada ns maioria, senao em tcdas as
especies de mamiferos, inclusive no homem. O sistema analo-
go de histocompatibilidade em camundongos € chamado H-2, no ra
to Ag-Bou Hl e no cao DL-A (Amos § Ward, 1975).

A regiao do ADN para o sistema H-2 em camundon

(']}

gos um aglomerado de £Loci génicos com fungoes relaciona~-

resposta imune. O produto génico dessa regiao pode ser

wr

das



dividido em dois grupos funcionais:

- antigenos classe I codificados pelos determinantes H-2K e
H-2D (HL-A-B e C em humanos), que egtéo presentes na maio-
ria das células nucleadas e sio antigenos alvos nas rea-
coes de transplantes..

- antigenos classe II ou Ia, codificados pela regido I, tém
um papel nos fenomenos de resposta imune e ativacdo linfo
citica. Estes Ultimos sdo responsaveis pelas interacoes
célula a célula e estdo diretamente implicados numa varie-
dade de respostas em aloenxertos {Klein, 1975 apud Faust-
man, Lacy & Davie, 1982)., Os produtos génicos da regiio
I tem uma distribuicdo mais restrita nos tecidos, e se ex-
pressam apenas nos linfocitos T e B (Abbas et alfii, 1976);
em macrofagos (Cowing, Schwartz § Dicker, 1978), em célu-
las da epiderme ¢ espermatozdoides (Hammerling et allfid ,
1974) e em células epiteliais intestinais (Curman et
allii, 1979).

A presenca de antigenos classe I sobre a ilho-
ta & ainda controvertida. Muitas evidéncias sugerem  que
elas sao H-2 negativas. BRBaekkeskov, Lernmark § Klareskog
(1981) confirmaram a presenca de antigenos classe I
e ndo conseguiu demostrar antigenos da classe II em ilho
tas de Langerhans. Por outro lado, Rabinovith et aflii ,
estudando ratos (1982) localizaram os antigenos da classe II
(Ia) tanto em ilhotas de Langerhans quanto em linfécitos, ma
cr6fagos e células do endotélio dos capilares de ilhotas fres
cas, sendo as c€lulas endoteliais as que apresentam maior

guantidade de antigenos Ia.



I.4. Cuidados para minimizar a histocompatibilidade e imuno-

genicidade nos transplantes pancreaticos.

A indugao de tolerancia imunoldgica especifi-
ca, no periodo neonatal,é uma alternativa clidssica para pro
longar a sobrevivéncia do enxerto pancreitico em ratos. Es-

6 células da medula

ta técnica consiste em inocular 50 x 10
ossea de uma linhagem de ratos em outra (recém-nascidos de
24 horas). A presenga do estado tolerante € confirmada em
cada receptor através da aceitagd@o de enxertos de pele do
doador (Perloff, Naji § Barker, 1980; Naji et allii, 1982).

Como a sobrevivéncia dos aloenxertos era limi-
tada a alguns dias ou semanas, vdrios investigadores passa
ram a utilizar tratamento com imunossupressores. Tais trata-
mentos consistiram no uso isolado ou combinado de azathiopri
na, corticosterdides e soro antilinfocitico (ALS) ministrados
aos animais receptores dos enxertos (Kyriakides et aflii ,
1979; Bewick et allii, 1981). Entretanto, 0 proble-
ma  continuou pois os resultados foram semelhantes:
aqueles que ndao morriam de complicacoes técnicas, tinham uma
sobrevivéncia média de 3-5 semanas.

Recentemente, a ciclosporina-A foi utili-
zada em ratos (Morris et aflii, 1980; Rynasiewicz et allii ,

1982) e em cdo, (McMaster et affi{, 1980). Este Ultimo gru

po ebteve uma sobrevivéncia média do enxerto de 55 dias com
a utilizacao dessa droga em cdes.

Qutra técnica, a irradiacao do tecido 1infdi-
de, tem sido utilizada para evitar a rejeicao do pancreas a-
loenxertado em ratos (Rynasiewicz et aflii, 1980).

Amplamente utilizadas atualmente sio as técni-



cas de cultura {n vitro, desenvolvidas para alterar ou dimi-
nuir o contefido dos elementos responsaveis pelo mecanismo da
rejeicdo sem, contudo, afetar a estrutura e funcdo das célu
las parenquimatosas. Esses elementos sao  as cé
lulas portadoras de antigenos (APC) e os leucécitos migrado
res cuja deplegcao pela cultura pode prolongar a sobrevivén-
cia dos aloenxertos (Jacobs, 1974; Bowen § Lafferty, 1980 ;
Mandel et affi4i, 1982; Rabinovitch et aflidi, 1982).

A restricao do complexo de maior histocompati-
bilidade (MHC) relacionada aos antigenos de transplantes tém
sido demonstrada de maneira convincente por Gordon, Samelson
& Simpson (1977) e Goulmy et alfii (1982) em seus estudos
in vitro, Bartlett et affii, (1983) e Silvers et allii ,
(1984), acreditam que a restricdo do MHC, também funciona in
vive, com um papel muito importante na rejeicao dos aloen-
xertos. Para esses autores, o0S antigenos de transplantes
(APC) somente sdo reconhecidos quando estdo associados com
o MHC das células que fazem parte do sistema imune (macrdfa-
go, célula dentritica, célula de Langerhans). Se o MHC des
sas células for diferentes do MHC do enxerto, este nao sera
reconhecido como tecido estranho, isto €, nao sera rejeita
do. Por outro lado, se as combinacgoes doador-receptor forem
MHC compativeis haverda rejeigdo.

Por exemplo, a cultura de ilhotas | promove a
sua sobrevivéncia em camundongos MHC-incompativeis e ndo em
animais MHC-compativeis por que as células portadoras de an
tigenos (APC), normalmente 1éuc6citos migradores, sao elimi-
nados. Sendo assim, o MHC do enxerto se ligara ao APC do

hospedeiro, que se forem MHC-compativeis havera rejeicdo, mas

quando forem MHC-incompativeis a rejeigao ndo ocorrera.



Se esta hipdtese for correta, os aloenxertos
cultivados e transplantados para receptor MHC-incompativel ,
sao permanentemente aceitos. Por outro lado, ilhotas fres-
cas serao mais viaveis em receptores MHC-compativeis.

Outra observagao importante deste grupo & a de
que os enxertos enddcrinos MHC-compativeis, cultivados - ou
niao, sao mais habeis para sobreviver em camundongos do que

ém ratos, sendo a cultura do tecido mais efetiva para remo-

ver os leucdcitos migradores dos tecidos dos camundongos.

I.5. Transplante experimental de enxertos livres e tecido

de ilhotas em animais.

As tentativas de reverter o diabetes experimen
tal consistem em transplantes de:

a. ilhotas isoladas de pancreas adulto;

b. tecido pancredtico adulto disperso;

c. pancreas neonatal ou fetal, rico em ilho-

tas.

Um grande nimero de experimentos tém sido rea-
lizados em roedores. Os modelos experimentais, constituidos
de linhagens isogeénicas permitem avaliar o efeito dos trans
plantes, independentes dos fatores imunolégicos. Quando sio
usadas ilhotas livres, o maior problema, & obter ilhotas de
um GUnico doador, em nimero suficiente para um transplante e-
fetivo (Sutherland, 1981).

Como modelos experimentais para transplantes
utilizaram-se animais pancreatectomizados, (Helmke, Slijepce
vic § Federlin (1975), portadores de diabetes exponténeo(Bag

ker, Frangipane § Silvers, 1977), induzido por virus



(Howard et affid, 1979 e Naji et atlfii, 1979) ou com in-
dugao quimica provocada pela aloxana ou estreptozotocina (Ma

tas et aflii, 1977a, Boschero & Negreiros de Paiva, 1977).

1.6. Enxerto de ilhotas livres de pancreas adulto e segmento

pancreatico

As ilhotas de pancreas adulto podem ser isola

das pela técnica da colagenase com um rendimento de 5 - 10

=

(Hess § Root, 1938). Por esta técnica, as ilhotas sao fun-
cionais (Lacy, Walker & Fink, 1972) mas ndo ha dados quanti-
tativos sobre-.a porcentagem de ilhotas que sfo vidveis no fi
nal do processo de isolamento, Em geral, varios doadores
sao requeridos para a obtengdo de ilhotas suficientes para
um transplante bem sucedido em um Gnico receptor (Matas et
allii, 1977b).

Tém sido realizadas varias modificagdes nesta
fécnica basica de isolamento de ilhotas, com a finalidade de
melhorar a produgdo e a viabilidade. Uma delas consiste na
digestdo por colagenase e a separagao em gradiente de ficoll,
tendo ja sido experimentado em camundongos, (Panijayanond |,
et aflfii 1973); caes (Lorenz et allii, 1979), porcos (Su
therland et affid, 1974); macacos (Scharp et allii, 1975);
e humanos (Najarian, Sutherland § Steffes 1975). Em geral,
a aplicacgdo desta técnica em animais maiores tem sido traba -
lhosa por ser o piancreas mais fibroso, a identificagdo das
ilhotas por morfologia grosseira mais dificil e o rendimento
baixo (Scharp et affii, 1980).

Recentemente, Lacy et allidi (1982) aper

feicoaram a  técnica de  isolamento de ilhotas



de pancreas de bovinos e suinos. O procedimento envolve 0
uso de tiras de Velcro para reter o colageno parcialmente di-
gerido durante o isolamento das ilhotas pela técnica da cola
genase. Por esse processo a recuperacao de ilhotas de pan-
creas desses animais é maior.

Segundo Squifflet et affii (1983}, os enxertos
de ilhotas livres sdo mais sensiveis a rejeici3o do que o
transplante de um segmento de pancreas imediatamen-
te vascularizado, mesmo tendo uma massa de ilhotas menor do
que em enxertos de ilhotas livres.

Mialtiplos fatores podem influenciar os resulta
dos dos alotransplantes de ilhotas, incluindo a cortinacgao
doador-receptor (Reckard § Barker 1973), o sitio do trans -
plante (Barker, Reckard, Ziegler 1975), o nimero de ilhotas
transplantadas (Finch & Merris 1977 e Matas et allii ,
1977a) e se a imunossupressdo € ou ndo utilizada, (Reckard §
Barker, 1973; Finch § Morris, 1977). Mesmo quando a massa
de células € maior no enxerto de ilhotas livres, as mani
festagdes fisioldgicas da rejeigdao ocorrem rapidamente. Ha
varias explicagdes possiveis para esses resultados. A prepa
racao de ilhotas por digestao pela colagenase, pode expor os
antigenos da membrana celular, tornando-as mais imunogenicas
enquanto que, ilhotas em enXxertos  com- vascularizacgao
dos podem ser protegidas parcialmente dos mecanismos efeto-
res de rejeicdo pela barreira endotelial dos capilares (Squif
flet et alfii, 1983). Para esses autores, a rejeicio rapi-
da das ilhotas livres acontece por uma razao qualitativa e

ndo quantitativa como supds Sutherland et alidf, (1980a).
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tos nas membhranas.

Ilhotas livres aloenxertadas sdao rejeitadas en-
tre 2-4 semanas apds o transplante. (Simeonovic et afllii ,

1980) ou mesmo em 4 dias e meio, segundo Squifflet et allil

(1983).
I.7. Utilizagdo do tecido pancreatico fetal para enxertos

Varios investigadores tém preferido usar o pan
creas de feto, como fonte potencial de ilhotas, pelas seguin-
tes razoes:

a.apresenta alta proporgio de tecido enddcrine
em relagao ao exocrino em comparagao com o pancreas adulto (Laza
rouw et aflifi, 1973 Brcwn. et affii, 1978)., De fato -~onze
por cento do seu peso & constituido de ilhotas, enquanto
que no pancreas de adulto, tal proporgdo & de apenas quatro
por cento (Sutherland, 1981).
| b. possui dez vezes mais insulina por  unidade
de tecido, do que o pancreas de adulto (Matas et allii
1976).

c. pode ser transplantado intacto por técnicas
simples (BroWn et allii, 1976; Mandel et aflfii, 1980) ou
previamente digerido por colagenase (Prowse et affii, 1982).

d. um curtc periodo de cultura do 6rgidc permite
a sobrevivencia seletiva e a proliferagao das ilhotas, enquan
to que o componente exdécrino se degenera (Hegre et aflif ,
1971 e McEvoy et aflifi, 1973).

€. uma vez transplantado, as ilhotas fetais con-
tinuam a proliferar (Hegre et aflidi, 1976; Brown et

allii, 1981 e Prowse ef allii, 1982).
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f. um Gnico pdancreas fetal de rato por
receptor € suficiente para reverter o diabetes, (Mandel &
Higginbothan 1979 e Brown et aflfii, 1981).

g. € mais vantajoso pela sua menor imunogenicida
de apos a cultura em transplantes alogénicos (Browing § Res-

nick, 1952; Heslop 1969; Prowse et allfii, 1982).

I.8. Imunogenicidade de ilhotas adultas e fetais

Eloy et affii (1980) mencionam em sua revisao ,
que nio se conhece uma relagdo entre imunogenicidade e idade
do doador de tecido. Algumas evidéncias, no entanto, sugerem
que os Orgdos fetais, incluindo o pancreas, sio menos imunogé
nicos do que os tecidos adultos. Como exemplo desse fato pode
ser citada a maior sobrevivéncia de aloenxertos de pele de fe
to. Em ratos, a sobreviveéncia do mesmo tecido varia de acor-
do com a idade do doador, tornando-se progressivamente menor

entre o nascimento ¢ a idade adulta.

Entretanto, observacoes de Simeonovic et allid,
(1980) revelaram que aloenxertos de pancreas fetal de camun
dongos, mesmo cultivados por 10 dias,sdo rejeitados agudamente
tanto quanto o tecido adulto fresco. O tecido mostra &bvios
sinais de rejeigao com ilhotas danificadas. Apés quatro sema
nas, restam apenas tecido cicatrizado e infiltrado mononuclear.
Mesmo através de uma fraca barreira de histocompatibilidade ,
Spence, Perloff § Barker (1979) relataram evidéncias histolé
gicas de rejeigao do tecido pancreatico fetal (15-19 dias de
gestagao). Além disso, Jonasson (1979) nido obteve SUCesso

em evitar a rejeicao de material fetal para a mae ou do feto

para os primos, utilizando fragmentos pancredticos mesmo apés
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um pré-tratamento de imunossupressido com ciclofosfamida.

A resposta exata do hospedeiro adulto ao teci
do fetal mesmo de origem singénica n3o & bem entendida Si-
meonovic et alfii, (1980), sugeriram que a cultura do or-
gdo € mais efetiva em preparar ilhotas de tecido adulto do
que tecido de feto, e atribuem essa diferenga ao maior compo
nente linfoide associado ao tecido fetal. Esse tecido
linfbéide, como visto anteriormente, nio & do préprio  pan-
creas, mas do mesentério que envolve o pancreas difuso, Jin
s4tu, Essa explicagao justifica o desenvolvimento de uma
estrutura semelhante a um grande nodo linfatico apds iso-
transplante de pancreas fetal nao cultivado. A cultura do
orgdo danifica esse tecido 1infdide e assim tais nodulos
nao se desenvolvem. Esses mesmos autores observaram 1inf6i
des remanescentes em associacdo com o pancreas fetal culti-
vado por 10 dias e,atribuem a esse tecido residual a rejei
cao dos alotransplantes. Eles sugerem 17-20 dias de cultu-
ra para que o enxerto seja bem sucedido, embora tenham nota
do que com esse tempo prolongado de cultura a capacidade
funcional do tecido diminui. Rabinovitch et allii (1982)
detectaram a presenca de antigenos Ia em céelulas endote-
liais, nos capilares, linfocitos e macréfagos do tecido da
ilhota e verificaram que apenas sete dias de cultura sao
suficientes para reduzir ou eliminar tais antigenos.

Por outro lado, Millard et allii (1980) con
firmaram os resultados publicados por Brown et aflfii, (1976 )
a respeito dos isoenxertos de pancreas fetal cultivado . Es
tes corrigem completamente o diabetes experimental no rato
e produzem, sem dlivida, resultados superiores aqueles obti-

dos com ilhotas adultas.
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I.9. Idade adequada do tecido pancreatico fetal para o trans

plante.

Brown et alfii, (1976} constataram que a me-
lhor idade do pﬁhcreas doador esta entre 16 1/2 e 17 1/2 dias
de gestacidc. Nesta (ase ele contém um pequenc numero
de ilhotas imaturas, algum tecido ductal e uma quantidade
consideravel de tecido acinoso em varios estidgios de diferen
cia¢do, além de tecido linfdéide do mesentério que o envolve,
(Simeonovic et aflii, 1980). O pancreas nessa idade pesa a-
proximadamente 1 mg (McEvoy, Schmitt § Hegre, 1978) e mede
3 x 4 mm (Mullen § Shintaku, 1980). O contetdo de insulina
de cada pancreas fetal nao cultivado & de 90 + 10 ng, aumen-
tando para 457 + 123 ng apds 16 dias de cultura (Hoffman ,

Mandel § Carter, 1982}.
1.10. Efeito das condigoes de cultura

Ja vigos anteriormente que os transplantes de
ilhotas pancreaticas isoladas, singénicas, resultam em rever
sao permanente do diabetes induzido quimicamente em roedores
(Sutherland, 1981). Ao contrdrio, os resultados com aloen-
xertos tem tido limitado sucesso. Contudo, resultados pro
missores tem sido relatado em experimentos nos' quais a imu
nogenicidade das ilhotas do enxerto tem sido reduzida por
um periodo de cultura (Anderson & Sandler, 1984), Esses es-
tudos foram iniciados apds Lafferty et afllfii (1975) ter de-
monstrado que a sobrevivéncia de aloenxerto de tiredide so-
brevive por um tempo prolongado apds 26 dias de cultura na

presenga de 95% de oxigénio.
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Virios grupos de pesquisadores tém mostrado que
a cultura de tecido pancredtico reduz a imunogenicidade das
células das ilhotas do enxerto. Entre eles podem ser cita-
do Kedinger et affidi, 1977; Lacy, Davie § Finke, 1979; Prow-
se et allii, 1982; Agren et allii, 1980; Anderson, 1978, 1982
¢ Anderson § Sandler, 1984. Entre os diferentes meios testa-
dos estao os seguintes: RPMI-1640, DMEM, 199 e HAM F-10. Es-
tes devem ser suplementados com soro (fetal ou adulto) ou 1i-
qudio amnidtico, além de antibidticos. De um modo geral, os
enxertos cultivados em meios normoglicemicos (glicose, 1lg/1 )
funcionam melhor como enxertos, segundo Mandel et all.ii (1980),
em estudos realizados com pancreas fetal de rato,

A necessidade de soro, para as culturas da maio
ria das células {n v.itzro, pode ser devido 3 dois fatores, se
gundo Raines § Ross (1982):

- nutrientes e cofatores, usados no interior da <cé€lula e
- macromoléculas regulatdorias (fatores de crescimento, que
atuam como hormonios).

Devido a natureza complexa do soro e a sua mul-
tiplicidade de agdes, o seu papel no crescimento das cé&lulas
em cultura é dificil interpretar. O que ja estd claro & a
presenga de um fator de crescimento derivado de plaquetas (PD
GF), maior macromolécula contida no soro de mamiferos, libe-
rado durante o processo de coalgulacao. (Kohler §& Lipton ,
1974; Ross ef alfii, 1974 e Raines § Ross, 1982). Outro fa-
tor de crescimento, descrito por Glenn & Ross (1981), libera-
do no soro & o fator produzido pelos mondcitos (MDGF). Tanto
o PDGF quanto o MDGF tém fungdo estimulante da sintese do ADN
e do crescimento celular.

Dentre os suplementos mais usados no meio de
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cultura de tecido pancreidtico, mereceu destaque os soros de
origem bovina (fetal - SFB ou adulto - SB) e o 1iquido amnid-
tico. Recentemente, Anderson § Sandler (1984) compararam oS
efeitos desses suplementos sobre a fungao das células de ca-
mundongo: Os resultados obtidos foram os seguintes: na presenga
de qualquer um dos trés suplementos houve um acimulo de insulina
no meio de cultura em relagdo ao meio controle (sem suplemen .
to). No entanto, a liberagdo foi maior em meio suplementado com
liquido amniotico (2.645 *+ 175 mg/placa) seguido do SFB (1823 +193
mg/placa) e do SB (865 + 85 mg/placa) comparados com o controle
(385 + 100 mg/placa). Apenas as culturas com fluido amnidtico ti
veram a capacidade de aumentar a atividade das ilhotas. Estu
dos que estao sendo desenvolvidos por este grupo sugerem que,
pelo menos em parte, este efeito se deve @ presenga de alfa
feto proteina (AFP) no fluido amnidtico. Por outro lado, es-
se fato nao deve ser verdadeiro, uma vez que no SBF a concen=
tratracao de alfa feto proteina € 200 vezes maior do que no
1iquido amnidtico, comunicacdo pessoal Pinto Junior.

Segundo McEvoy (1980), o soro fetal deve ser
inativado para um O6timo desenvolvimenté das ilhotas. A ina-
tivagdo reduz a atividade proteolitica do soro ¢ a concentra
¢do de insulina nestas condig¢des se torna estavel. A explica
gdo para este efeito € a reducdo da degradacgdo da insulina
durante o periodo de cultura. Além disso, o volume das célu
las € maior com o soro inativado. Esta & uma evidéncia de
que o fator (ou fatores), presumivelmeﬁte enzimas, sao des-
truidos pela inativacdo. Taié enzimas, teriam também uma
influéncia negativa sobre o crescimento da cé€lula. Assim, se
gundo o mesmo autor, o alto nivel de insulina no meio, com

soro inativado, poderia ter uma influéncia positiva sobre o
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desenvolvimento da célula » pois este hormonio, promove

o crescimento de mwuitas células £n vitae.

I.11. Contetdo de insulina de pancreas fetal em cultura e

apdos o transplante.

O conteldo insulinico do pancreas fetal de ra
to aumenta quatro vezes em cultura atingindo um pico entre
o 147 e o 16° dias, permanecendo elevade mesmo apds 35 dias
in vitro. Estes estudos realizados por Collier et allil
(1981) foram confirmados por Hoffman et alfii (1982).

Apds o transnlante, o conteudo de insulina ex
cede aquele observado no pancreas mantido 4in vitro.
Aumenta 30 vezes em 9 semanas, tempo em que se torna igual
ou maior ao do pancreas removido de um camundongo macho, a-
dulto, ndo diabético. Observacdes histoldgicas feitas por
Hoffman et allif{, (1981) revelaram um aumento acentuado do
‘tamanho do enxerto com a presenga de numerosas figuras mitdoti-
cas. Estas observagbes, semmdo Hoffman, Mandel § Carter (1982}, jus
tificam os resultados obtidos quanto  a quantidade
de insulina e sugerem que esta proliferacao &, pelo  menos
em parte, o fator responsavel. Em contraposigido, Brown et
alli{ (1981} obtiveram apenas 19-22% do contefido de insuli-
na de pancreas de rato normal. Além disso, esses {ltimos
autores usafam como tratamento com insulina a-
pds os transplantes de pancreas nio cultivados, enquanto que
Hoffman et alfii (1981) verificaram que se o pancreas fetal
era cultivado sob condig¢des normoglicémicas, o diabetes era
revertido independente do tratamento insulinico apos os

transplantes.
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Experimento similar realizade por Timble et
alfii (1980) com ilhotas de rato adulto (aproximadamente 100N
por receptor, obtidas de varios doadores) demonstrou que o]
contelido de insulina ndo aumentava apés 20 semanas de trans
plantes (24 g)'comparado com o contetido de insulina de pan
creas de rato normal (126 - 173 g), indicando a falta de

proliferacao de ilhotas adultas.

I.12. Tempo ideal de cultura do tecido pancredtico fetal pa-

ra transplante.

Para que o tecido acinoso seja destruido sido
necessarios 2-3 dias de cultura em meio apropriédo, segundo
Mandel & Higginbothan (1979) e Brown et affi{ (1981).

Por outro lado, Simeonovic et affii (1980) su-
gerem que o tecido pancreatico fetal, cultivado nor 10 dias,
apresenta ainda tecido acinoso diferenciado, principalmente
na periferia do 6rgdo. Com esse tempo de cultura, o pan-
creas se condensa em uma massa compacta encapsulada em  uma
pelicula de tecido conjuntivo, a proporcio de tecido 1infdi-
de se reduz e o numero de ilhotas aumenta. S30 necessarios de
17 a 20 dias para que todo o tecido linfoide, associado ao te-
cido pancreatico, seja totalmente destruido. Porém, com 17-
20 dias de cultura, a capacidade funcional do enxerto fica

reduzida.
1.13. Numero de pancreas fetais utilizados nos enxertos

Em geral pelo menos quatro pincreas de feto de

vem ser transplantados (Sutherland, 1981). A reversao do
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diabetes esta correlacionada ao nimero de pancreas feitasuti
lizados para transplantes. Entretanto, Mullen et allid
(1977) verificaram que apenas um pancreas fetal era suficien’
te para normalizar a glicemia de animais diabéticos, desde
que fosse previamente enxertado sob a capsula do rim de ani-
mal normoglicémico e entdo transferido para animal diabéti -
co. Observagdes de que a utilizagao de apenas um  pancreas
fetal, enxertado sob a capsula do rim, é adequada para man-
ter normal a homeostase de glicose, foram realizadas por Man

del et affii (1981), Brown et allidi, (1981, 1982 e 1984).

1.14. Sitios adequados para transplantes de tecido pancreati

co.,

Os sitios de transplantes de ilhotas isoladas
ou tecido pancreatico de feto sdo de grande importincia prin
cipalmente com respeito a possibilidade de ser utilizado em
humancs. Sob o ponto de vista funcional, os sitios drena-
dos pelo sistema venoso portal como, por exemplo, a injegac
de ilhotas isoladas na veia porta (Boschero e Negreiros de
Paiva, 1977) no omenfum intestinal (Yasunami et affi.i,1983c )
sao considerados ideais quando comparados aqueles drenados
pela circulagdo sistémica. Estes Ultimos consistem em enxer
tos de pro-ilhotas, ilhotas isoladas ou fetal na cavidade
peritoneal (Ballinger §& lacy, 1972), capsula do rim (Brown ,
Molnar & Clark, 1974), bacgo (Mirkovitch e Campiche, 1976) ,
misculo (Axen & Pi-Sunyer, 1981), testiculo (Bobzien et
allii, 1983) e ventriculo cerebral (Tze § Tai, 1983).

Brown et affii (1979) demonstraram a importan-

cia da circulacdo porta-hepatica para a acgac da insulina em
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transplantes realizados sob a capsula do rim em ratos isogé
nicos. Os ratos se tornavam normoglicémicos apenas quando a
drenagem venosa do enxerto era feita na veia porta- hepatica
através de uma derivagado (''shunt").

Por outro lado, o sitio de transplante deve
ser avaliado sob o ponto de vista imunologico, quando se tra
ta de enxertos alogénicos. Trabalhos recentes tém considera
do o ventriculo cerebral (Tze § Tai, 1983) ou o testiculo
(Bobzien et affi{, 1983) como sitios imunologicamente privi-
legiados.

A facilidade de acesso ao enxerto & um fator
que deve ser considerado, para que ele possa ser avaliadao
quanto a sua efetividade. O0s sitios sob a capsula do rim
ou intramusculares se prestam a esse objetivo. Segundo Yasu-=
nami et affii (1983) entre esses varios sitios ja wutiliza -
dos para transplantes, cada um tem apenas uma ou outra das
vantagens mencionadas acima. Quanto aos enxertos intramuscu
lares, Lacy et aflid (1979) afirmam que eles reduzem a hi-
perglicemia significativamente e os animais recuperam seus
ganhos de pesos mas nao se tornam normoglicemicos. Por ou-
tro lado, Axen & Pi-Sunyer (1981) conseguiram reversao total
usando 32 pancreas fetais enquanto que Spence, Perloff &
Barker (1979) nao conseguiram reverter o diabetes em ratos

utilizando este mesmo sitio.
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I.15. Crescimento e diferenciagao do pancreas fetal apés o

transplante isogénico.

Eloy et affidi 1980 demonstraram que o tecido em-
brionaric sobrevive, cresce, se diferencia e se organiza apos a
sua transferéncia para a camara anterior do olho. 0 me smo
foi verificado com tecido pancreatico neonatal ou embriona -
rio, no sitio em que for transplantado (Browing § Resnick ,
1952). Coupland (1960) observou que o tecido pancredtico fe
tal, implantado na camara anterior do olho, apresenta o teci
do acinar degenerado nas duas primeiras semanas.

Quando previamente cultivado, o tecido acinar
desaparece durante o periodo de cultura. Por outro lado, pro
liferam o epitélio dos ductos e as ilhotas com células o e
B. A presenca de células B no enxerto confirma o crescimen
to do tecido transplantado (Leonard, Lazarow & Hegre, 1973).

Extensiva analise morfométrica quantitativa do
tecido transplantado foi realizada por Hegre, Wells & Laza
row (1972); McEvoy § Hegre (1979); Millard et aff£ii (1980).
Este Ultimo grupo verificou que durante as duas primeiras se
manas pos-transplante, o tecido endderino, mas ndo o exocri
no, se desenvolve amplamente nos iscenxertos, numa taxa cor
respondente aquela 4in vitro. Estes resultados foram compro-
vados por ensaios enzimaticos e insulinicos da cultura, con-
firmando as observagoOes de Brown et affii (1976) de que os
enxertos podem corrigir o diabetes induzido em ratos e produ
zir um estimulo funcional superior ao obtido com ilhotas
adultas.

A imaturidade do tecido exécrino, observada
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pos-transplante é um fendmeno ainda nio esclarecido, mas se
gundo Millard et affii (1980) pode ser devido & denervacio
associada ou a ausencia de secretagogos que normalmente esti
mulam o tecido pancreatico {n aitu.

Exames histoldgicos do isoenxertos previamente
cultivados por 20 dias, a varios intervalos pos-transplante,
mostram um declinio na sobrevivéncia da ilhota, em relacio
ao tecido nao cultivado, (Simeonovic et affii, 1980).

Enxerto pancreatico fetal, ndo cultivado, mos-
tra apds a segunda e terceira semanas pos-transplante, numero-
sas e grandes ilhotas e alguns capilares entre as ilhotas,
Notam-se, também, c&lulas das ilhotas espalhadas ao acaso,
além de células precursoras e células indiferenciadas. Estas
Gltimas se degeneram posteriormente e os ductos aparecem mais
amplos e menos numerosos. ApGs o 14° dia, forma-se tecido
adiposo, em quantidade moderada, no parénquima do enxerto
(Hegre et aflii, 1976; Millard et afli{, 1980; McEvoy &
Hegre, 1978 e 1979; McEvoy, 1980, 19491; Hegre, Schimitt & Mac-
Evoy, 1979). O tratamento insulinico apés o transplante ,
segundo esses autores, resulta em um aumento adicional na
massa de células B, de 2 a 3 vezes. Este tratamento pode
ser benéfico no periodo de neovascularizacido, crescimento e
diferenciagdo. Por outro lado, um estado de deficiencia en
docrina pode ser importante para o estabelecimento da fungido
do enxerto., Entretanto, para Hoffman et affic (1981),0 dia
betes € revertido, independentemente do tratamento insulini
cos se o enxerto for de pancreas fetal cultivado em meio

normoglicémico.
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.16, Periodo de laténcia entre o transplante e a reversdo

do diabetes.

Apds o transplante de pancreas fetal ha um pe
riodo de laténcia de 2 a 3 semanas até a reversao do dia-
betes (Mullen et affii, 1977 e Brown et affii, 1978). Entre-
tantc, McEvoy & Hegre (1978), McEvoy & Hegre (1979) observa -
ram em estudos quantitativos detalhados de enxertos de pan-
creas fetal de ratos que o intervalo médio para a reversdo do
diatetes era de 11 semanas ap0s o transplante de mais de 4
pancreas e se o namero fosse de apenas 4 pancreas o periodo

de laténcia era de 8 a 19 semanas.

Por outro lado, Millard et affii (1980) verifi
caram que alguns ratos podem tornar-se normoglicémicos logo
ap6s os nove dias do enxerto com tratamento insulinico, en-
uanto que outros ratos necessitam de 2 a 3 semanas pos trans-

plante.



IT. OBJETIVOS

O interesse geral no desenvolvimento de méto-
dos alternativos para a manutencdo do nivel de glicose den
tro da faixa normal em individuos diabeticos tem sido, nas
Gltimas décadas, uma preocupacdo constante. A insulina ex0
gena administrada pelas técnicas usuais , embora melho-
re a . glicemia dos individuos com diabetes melfitus de
pendentes de insulina, nao consegue evitar flutuagbes da mesma
(Molnar, Taylor § Ho, 1972). Para evitar o grande risco do
desenvolvimento de complicagdes microvasculares em indivi
duos jovens e de meia idade, € necessario um controle rigi-
do da glicemia, e os meios de terapia disponiveis sio ape-
nas parcialmente efetivos (Cahill, Etzmiler & Freinkel ,
1976). Os sistemas destinados a administrar insulina exoge
na continuamente, podem ser habeis para a manutencdo do ni-
vel normal mas, nio sdao tdo eficazes quanto a célula 8
funcionante (Sutherland, 1981}. Além disso, existem ain-
da individuos que produzem anticorpos contra a insulina co
mercializada, tornando-os pacientes que merecem cuidados
especiais. A aplicacao clinica dos transplantes de pancreas
tem sido dificil devido &s complicagdes técnicas e sobretu-
do a rejeigdo, e estao frequentemente associados com alta
mortalidade e morbidez (Lillehei ef affii, 1970; Largiader
et allii, 1975 e Sutherland, 1982). Por esses motivos, sur
giu um grande interesse em relagdo aos transplantes experi-
mentais de ilhotas livres ou de tecido pancreatico. Ja foi
constatado que enxertos de ilhotas podem reverter o diabe-

tes em varios modelos experimentais, ja mencionados  ante-
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riormente. Infelizmente, enxertos de ilhotas livres, alogeni
cas sao estremamente vulneraveis a rejeigdo. A  recuperacao
das ilhotas livres viaveis, de apenas um Unico doador & peque
na e o resultado funcional & pobre consistindo portanto, um
dos maiores problemas para a utilizacgio desses métodos. Ape-
sar disso, os transplantes de ilhotas associados & imunossu -
pressao melhorada, para alterar a imunogenicidade do enxerto,
sao conjunturas em potencial no tratamento do diabetes (Su-

thertand, 1981, 1982}.

Desta forma nos pareceu interessante das con-
tinuidade a essa linha de investigacgao, iniciada em nosso De-
partamento pelo Dr. Antonio Carles Boschero e Dr. Carlos
Eduardo Negreiros de Paiva em 1977. Os nosso. objetiv o ini
cial e:

- verificar o efeito dos transplantes intramusculares de pan-
creas fetais de ratos, previamente cultivados por 8 a 10
dias, em modelos experimentais diabetizados por aloxana cu-
jo coeficiente de parentescc € igual a 37,5%, obtidos por

poucos acasalamentos,



IIT. MATERIAL E METODOS

No presente experimento, foram utilizados ratos
machos (Rattus norvegicus, albinus), linhagem Wistar, pesando
entre 300 ¢ 400 gramas, como receptores dos enxertcs pancreati-

cos fornecidos por fetos de 17 1/2 dias de gestagdo.

ITI.1. Retrocruzamento, para a obtencao de uma linhagem de fe
tos "isogeénicos'", utilizados na formagdo de um grupo

experimental.

0 cruzamento foi realizado conforme o esquema

A /B
C

ma abaixo:

D

FIGURA 1 dydz

De acordo com este e¢squema ., 0 coeficiente
de endogamia em B & igual 3 zero ou seja: Fp = 0 e o ‘coefi
ciente de parentesco (R) & igual & 37,5% de acordo com os

cdlculos abaixo. Considerando-se o coeficiente de parentes -

*

co entre os individuos B D e sendo bl’ b, os alelos de B e

2
dl‘ d2 0s alelos de D temos: .

* 0 coeficiente de parentesco nos da a porcentagem de genes
que siao mantidos em comum por dois individuos, devido a
seus ancestrais comuns.
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-1 - = - -
CBD = .; p (d1 = bl) + p(dl = bz) + P(d2 = bl) + P(d2 = bz)

como
1
P(d, = b,) = =
1 1 A
- _ 1
P(dl = b2] = =
4
_ _ 1
P(d2 = bl) = ;
_ _ 1
P(d2 = b2) = ;
entao
C z.}. _1_+l+l‘.+l :'....]Z. (.]; -I-]_)
BD
4 4 4 2 2 4 2
c. =1 3 . 3 ou 37,5%
BD 8

Para isto, foram selecionadas fémeas em estro
(A) e submetidas ao acasalamento, por machos que seriam os Te
ceptores do enxerto pancredtico (B). Na manha seguinte ao
acasalamento, as ratas foram submetidas ao teste de concep-
¢ao, que consiste na detecgdao de espermatozoides na vagina.

As femeas fecundadas foram identificadas, assim
como os machkes, e colocados em gaiolas individuais, com racgao
e agua ad Libitum. O dia do teste foi comnsiderado a partir
do dia zero de gravidez., Quando as fémeas nascidas desse aca
salamento atingiram mais de 35 dias de idade (C), eram colo~
cadas em gaiolas com seus respectivos pais para serem acasala
das. (B x C). Confirmada a gravidez, eram identificadas e co
locadas em gaiolas individuais, onde permaneciam até o 17¢

dia de gestacdo quando entdo, eram submetidas a histerectomia
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para a obtencao dos explantes pancreaticos dos fetos (D) doa-
dores.

0 macho, no dia seguinte ao acasalamento , era
tornado diabético por aloxana e conservado em gaiola metabdli
ca, para que o seu estado diabético fosse controlado antes e

apo0s o enxerto pancreatico.

I1I1.2. Indugdo e acompanhamento do diabetes

ApSs um periodo de 24 horas em jejum, oS ratos
receberam uma dose de aloxana (Carlo Erba 40 mg/Kg de peso )
diluida em tampao citrato 0,05M, pH 4.5, por via venosa (veia
dorsal do peénis), segundo Boschero § Negreiros de Paiva (1977).
Para aumentar a taxa de sobrevivencia dos ratos aloxanizados,
usamos um pré~-tratamento com 1,0 ml de glicose a 5% i.p. duas
horas antes da injecac de aloxana como sugerido por Parr, 01i
ver & King (1982). Somerte os animais que atingiram uma fai-
xa glicémica acima de 300 mg%, foram utilizados como recepto
res. Ouanto ao efeito da aloxana, ver Dulin & Soret (1977).

O estado diab&tico foi avaliado  através do vo
lume urindrio, ingestdo de alimentos, ganho de peso, glicosd-

ria e glicemia. Esta foi feita com intervalos de 8 a 10 dias.

111.3 Glicemia

As amostras de sangue foram coletadas da veia
da cauda em tubos capilares, centrifugados em uma centrifuga
para micro-hematécrito, ADAMS READACRIT por 5 min e processa-
dos através do KIT A - 900 (DOLES) para a dosagem de glicose

no plasma. As leituras foram feitas em espectrofotometro  UNI-
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DEC-2, Jasco.
I111.4, Obtencdo dos Explantes Pancreaticos

Aos dezessete dias e meio de gestacdo (conside-
rando como zero o dia seguinte ao acasalamento}, as ratas
(C) md3es dos fetos que, por sua vez, doaram oS pancreas para
os enxertos, foram mortas por deslocamento cervical e subme-
tidas a laparotomia e histerectomia. O {itero contendo os fe-
tos foram colocados em placa de Petri e numa area de traba-
lho, com vestes, campos e material cirlrgico estéreis, assep
sias das maos com alcool, procedeu-sed remocao do tecido pan-
creatico, sob a lupa*. Os pancreas dos fetos de cada rata fo-
ram colocados intactos em frascos estéreis contendo meio de
cultura e transportados ao laboratdrio ohde foram lancadas as
culturas em tubos de Leighton.

Para controle de contaminacao, os frascos con-
tendo o meio de cultura no qual foram transportados os pan-

creas, eram deixados em estufa a 27°¢ por 10-15 dias.

I11.5. Cultura do tecido pancreatico

No laboratdrio, em camara asséptica, os  pan-
creas eram transferidos para os tubos de lLeighton de 4 x
1,1 cm de superficie plana e incubados durante 3 dias a 37°C,
sem a adig¢dao de meio de cultura, para que eles aderissem as
paredes do tube. Decorrido esse periodo, eram adicionados

2 ml de meio de cultura, Ham F-10 (Difco), enriquecido com so

* (Luxo Magniffier-Lamp FL-1)
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ro fetal bovino & 15%, inativado, e antibidticos (100U/ml de
penicilina e 100ug/ml de estreptomicina). Cada tubo conti
nha os pancreas dos fetos de uma rata doadora (8 em média).

Apos 8-10 dias de cultura, o tecido era exami-
nado ao microscopio comum com o auxilio de um suporte de vi-
dro, constituido por um segmento de tubo de ensaio cortado
em sentido sagital o qual & fixado @ uma lamina de microscéd-
pio com auxilio de araldite,(Nazareth, Pinto Junior § Andra
de , 1981).

Por otservacio grosseira, isto &, se nio hou-
vesse sinais de necrose ou contaminagao, a cultura era trans
ferida para a sala de cirurgia onde foram realizados os trans
plantes. Amostras do tecido foram fixadas em Boin para pro

cessamento histolédgico.

ITI.6. Transplantes

ITI.6.1. Preparagao do animal receptor

Os receptores dos enxertos foram anestesiados
com éter sulflrico e fixados em decitbito dorsal na placa ci-
rirgica. Em seguida era realizada a tricotomia no abdome e a

limpeza asséptica da pele com sabdo neutro, alcool e &ter.

I1I1.6.2, Cirurgia

A cirurgia para a realizacgdo dos transplantes
foi realizada assepticamente,‘como descrito anteriormente na
obtengao dos explantes pancreaticos.

Sob lupa, foi feita uma pequena incisao pré

xima a@ linha média ventral. A pele e o tecidv subcutaneo fo-
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ram afastados e o miGsculo obliquo do abdeme, foi exposto. Em
seguida foi feita uma pequena bolsa entre a fascia e o miscu
lo, onde foram enxertados, em média, 8 pancreas de fetos de
ambos os sexos, retirados cuidadosamente dos tubos de Leigh-
ton e lavados em meio de cultura sem soro fetal bovino. Ter
minada a operacgao foram feitas as suturas em trés planos, m&g

culo, tecido conjuntivo subcutaneo e pele, com fio de seda

estéril 8.0 .

I11.7. Cuidados pés-transplantes

Na fase pos-cirirgica imediata, o animal era
colocade em gaiolas metabdlicas bem limpas, e aquecidos até
cessar.o efeito da anestesia. Antes de completa cicatriza -
¢do foram feitos curativos com merthiolate.

O acorpanhamento do animal foi feito diariamen-
te durante os 30 dias apds os transplantes. ApOs esse tem-
po foram sacrificados para a rerogao do enxerto e prccessa =
mento histolégico.

Dois critérios independentes foram usados para
a determinacdo da sobrevivéncia dos enxertos de acordo com
Mulien § Shintaku (1980).

1. a apareéncia grosseira dos enxertos in 44ifu e analise dos
cortes histoldgicos ac microscdpio, como um critério mor
folégico.

2. Glicemia e ganho de peso como um critério funcional.
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ITI.8. Grupos experimentails

Inicialmente realizamos experimentos "pilotos",
utilizando pancreas fetal de rato de 16 1/2 - 17 1/2 dias de
gestagao como doadores para os transplantes nos seguintes gru
pos:

A - explantes nao cultivados para transplantes alogénicos;

B - explantes nao cultivados para transplantes isogénicos;

C - explantes cultivados para transplantes alogénicos;

D - explantes cultivados para transplantes iscgénicos.
Apds estes testes optamos pelos grupos C e D

*

para a realizacgiao deste trabalho.
111.9. Analise estatistica e cdlculos

A tabulacgao e analise dos dados (peso do  ani-
mal e glicemia obtidos ao final de cada semana), para a ava-
liagao dos transplantes, foram processados por computador no
Departamento de Estatistica da UNICAMP.

O tratamento estatistico consistiu basicamente

em analise de variancia, teste t e teste de correlacio.

II11.10. Processamento histoldgico

0O enxerto e a musculatura bem como, amostras do
pancreas do receptor foram removidos e fixados em Bcin e, pos
teriormente embebidos em parafina. Foram feitas secgdes de
7 um de espessura, coradas com aldeido fucsina pela técnica
de Gomori, para a visualizagdo dos granulos de insulina da cg

lula B da ilhota, e coloracdo por hematoxilina e eosina pelas
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técnicas convencionais, Foram feitas também, preparagles his
tologicas do pancreas fetal antes e apos a cultura do  teci-

do.



RESULTADOS

IV.1. A morfologia do pancreas fetal de rato antes e apds o

cultivo.

O aspecto morfoldgico das seccoes de pancreas
fetais de 17 1/2 dias de gestacao, revelam a presenca de ilho
tas imaturas, algum tecido de ducto e uma consideravel quan-
tidade de tecido acinar. As cé€lulas f sao pouco granuladas
nas ilhotas em desenvolvimento, como pode ser verificado nas

(Figuras 2 e 3).

FIGURA 2. Pancreas nao cultivado de feto de rato de 17 1/2
dias de gestacdo. As ilhotas em desenvolvimento se
caracterizam pela auséncia de granulagodes aldeido-

fucsina positivas na maioria das celulas 8 (al -

deido fucsina x 1000).
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FIGURA 3. Pancreas nao cultivado de feto de rato, de 17 1/2
dias de gestacgao, mostrando uma ilhota e tecido
acinar na periferia (hematoxilina e eosina x 1000).

Apos um periodo de cultivo de 10 dias em meio
HAM F-10, suplementado com soro fetal bovino e antibidticos
em 95% de 02. o tecido acinoso se degenera, tornando-se rara
a sua presenca, geralmente na regidao periférica do orgao. Des
se modo as ilhotas aparentemente intactas e viaveis perma-
necem. As células acinosas degeneradas sdo presumivelmente re
movidas, gradualmente, por macrofagos e pela lise apds a cul
tura. As células da ilhota permanecem agregadas como discre-
tos grupos e algumas sdo altamente granuladas, como constata
do pela coloracao com aldeido fucsina vista na Figura 4 . A
massa do tecido da ilhota aumenta apos 10 dias de cultura 4n

vitno como pode ser constatado pela Figura 5a e b.



FIGURA 4,

Pancreas fetal de ratos de 17 1/2 dias de gesta-
gdo apds um periodo de cultivo de 10 dias. A
maioria das c€lulas sdo intensamente oranuladas
e permanecem proximas a ductos (aldeido fucsina

x 1000).
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a: micrografia de wnancreas fetal de rato cora-
do com hematoxilina e eosina (x 1000);

b: pancreas fetal de rato cultivado por 10 dias
mostrando células da ilhota, e nouca quantidade de
outros tecidos viaveis (hematoxilina e eosina X
1000).
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IV. 2. Aspecto morfologico do enxerto apos 30 dias de trans-

plante.

Apo6s 30 dias de transplante, as seccoes do muscu
lo abdominal, em cada um dos receptores do grupo "isogenico"
mostram ilhotas (Figura 6) com algumas células R muito granula
das e, outras ligeiramente granuladas, (Figura 7). A pre
senca de numerosos vasos sanguineos proximos as células B €
constante evidenciando neo-vascularizacgao, (Figura®). No 1li-
mite neste musculo e tecido enxertado, era frequente a pre-
senga de c@lulas B menos aglomeradas se infiltrando no tecido

muscular, (Fieura 9).

FIGURA 6. Assetasindicazo tecido pancredtico fetal cultiva
do e implantado no misculo abdominal de ratos "iso-
génicos' apos 30 dias de transplante (hematoxili-

na e eosina 400 x ).
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FIGURA 7. O enxerto visto na Figura 6 em grande aumento, mos
trando células B altamente granuladas coradas com
aldeido fucsina (x 1000),
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FIGURA 8, Micrografia de pancreas fetal de rato, cultivado
por 10 dias, implantado no musculo abdominal (al -
deido fucsina x 1000).
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FIGURA 9. Pancreas de rato adulto normal mostrando uma ilho

ta entre os acinos (hematoxilina eosina x 400).
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IV,3, Aspecto funcional do enxerto

Vinte e quatro horas apds a injecao de aloxana,
os ratos se tornaram diabéticos apresentando o quadro clinico
tipico da doenga (poliiliria, glicostria, polidipsia e hinergli
cemia). Aos 8 ou 10 dias do estado diabético jd evidenciavam tam-
bém, perda de peso. Apos esse periodo foram feitos os trans-
plantes. A Tabela I apresenta os dados de peso an-
tes e apds os transplantes) e glicemia (antes e apds os trans
plantes) tanto do grupo "isogénico" quanto do grupo alogéni-
co. Esses dados foram utilizados para a andlise de Variancia

e teste t, para a avaliacao dos transplantes.

IV.3.1. Comparacdo entre os pesos médios (inicial, pré e pos
transplantes) entre os grupos 'isogenico” e alogéni-

co

Comparando os pesos médios (no inicio, imedjata
mente antes e ao final do experimento) entre os grupos "isoge
nico'" e alogeénico, ccnstatamos o seguinte:

1. peso médio inicial - o grupo "isogénico" apresentou um pe-
so médio inicial de 355.47+47.8g e o pgrupo alogénico, 227.00 +
25.3g. A diferenga de peso médio entre os dois grunos foi
significativa a 0.01 de acordo com a andlise de variancia
da Tabela IT; F (1,28) = 16:59, n < n,01;

‘

2. peso médio pré transplante - a diferenca dos pesos médios
entre os dois grupos também foi significativa de acordo com
a analise de variancia mostrada na Tabela III. O grupo "isogénico"
com 305.80+43,7g e o grupo alogénico 253.9+29.6g e

F (1,28) = 14,09, p< 0.001
3. Apds os transplantes - ao final do experimento a diferenga de pe-

$s0 médio também foi significativa . O gruro “isoeénico"” com



TABELA 1 - Grupos experimentais e parametros considerados

para a avaliagao dos enxertos dos animais do
grupo ''isogénico' e alogenico.

N¢ C CI CZ C3 C4 CS
1 265 250 250 551 315 1
2 260 230 251 551 305 1
'3 320 300 298 400 315 1
4 390 340 365 337 300 1
5 380 360 390 375 102 1
6 341 305 320 390 254 1
7 374 360 465 397 220 1
8 317 315 315 390 332 1
9 330 320 370 300 259 1
10 375 370 370 550 320 1
11 380 262 370 288 250 1
12 355 300 295 600 305 1
13 390 340 360 597 205 1
14 260 255 265 571 293 1
15 295 280 260 480 310 1
16 280 240 240 434 525 2
17 325 270 250 371 610 2
18 306 255 255 346 535 2
19 260 230 200 380 764 2
20 265 245 235 478 380 2
21 295 285 290 541 328 2
22 250 245 250 450 181 2
23 250 210 195 393 473 2
24 322 320 315 420 397 2
25 270 290 260 278 408 2
20 260 240 332 295 110 2
27 255 250 260 491 469 2
28 270 245 250 480 398 2
29 270 230 243 325 344 2
C = peso inicial
C1 = peso antes do transplante
C, = peso depois do transplante
C; = glicemia antes do transplante
C = glicemia depois do transplante

1 = isogénico;

2

alogénico

4n
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TABELA II. Analise de variancia. Peso inicial - "isogénico"

contra alogénico.

Fonte GL SS MS=S8S/DE Razao F
Fator 1 24754 24754 16.59*
Erro 27 40292 1492
Total 28 65045
Nivel N Media Desvio Padrio

1 15 335.5 47.8

2 14 277.0 25.3

Desvio padrao do Grupo = 38.6

isogénico

alogeénico

p< 0.01
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TABELA IV Analise de variancia. Peso médio (g) apos os

transplantes 'isogénico'' contra alogénico.

Fonte GL SS MS=8S/DF Razao F
Fator 1 37644 37644 14,02+
Erro 27 72473 2684
Total 28 110117
Nivel N Média Desvio Padrdo

1 15 329.6 61.6

2 14 257.5 38.6
Desvio padrao do Grupo = 51.8

1

isogénico

2

alogénico

*p < 0.001
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TABELA TTI. Analise de varidncia. Peso médio (g) imediatamente
antes dos transplantes 'isogénico' contra alogénico.

Fonte GL 55 MS=SS/DF Razao F
Fator 1 19484 19484 14.09 *
Erro 27 37323 1382
Total 28 56807
Nivel N Média Desvio Padrio

1 15 305.8 43.7

2 14 253.9 28.6
Desvio padriao do Grupo 37.2

[
il

o]
]

*p < 0.001

isogénico

alogénico
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329.6+61.6g e o grupo alogénico 257.5+38.6. A diferenca
entre os dois grupos, foi significativa a 0.001 de acor-
do com a analise de variancia apresentada na Tabela IV:

T (1,28) = 14.02, p< 0.001).

IV.3.2. Media da diferenca de peso intra-par entre os grunos

"isogenico" ¢ alogénico e para cada grupo.

entre o neso inicial e o peso nré-transplante , foi constatado que
ambos os grupos perderam peso em consequéncia do diabetes in
duzido pela dloxana. Para o gruno "isogénico" a diferenca mé
dia intra-par foi de -29.7+29.9p e de -23.1+21.2 ¢ nara
0 gruno alogénico. Para o primeiro grupo o teste t
nao foi significativo a 5%: t(27) = 1.775, p > 0.05 en
quanto que para o segundo grupo, houve uma diferenca signi
ficativa a 5%; t(25) = 2.263, n < D.05% . Entre os dois
grupos as diferengas de peso nac foram significa-
tivas 8 5% de acordo com a analise de variidncia apresenta-
da na Tabela V, F (1,28) = 0.46, p > 0.05
entre o peso pré ¢ po6s transplante, o grupo isogénice apre
sentou ganho de peso igual a 23.8+37.6 considerado signifi
cativo & 5% de acordo com o test t: t(14) = 2.450,

p < 0.05 . Enquanto que o grupo alogénico teve um ganho
de apenas 3.6+28.1, ndo significativo a 5% de acordo com
0 teste t;. t{13) = 0.475, p > 0.05 . Entre os dois gfg
pos, houve diferenga significativa a 5% de ganho de peso

de acordo com a anilise de variancia apresentada na Tabela

VI F (1,28)= 2.66, p > 0.05

L)

3. entre o peso médio inicial e o peso final, verificamos que

faltaram apenas 5.9+31.1g para que o grupo "isogenico'
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TABELA V. Analise de varidncia da diferenca a primeira pe

sugem e peso imediatamente antes dos transplan

tes, '"Isogenico™ contra alogenico.

Fonte GL SS MS=SS/DF Razao ¥
Fator 1 315 315 0.46*
Erro 27 18396 681
Total 28" 18711
Nivel N Média Desvio Padriao

1 15 -29.7 29.9

2 14 -23.1 21.2

Desvio padrao do Grupo = 26.1

p—
1l

isogénico

[nS]
#

alogénico

*p > 0.05
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TABELA VI. Analise de variancia. Ganho de peso (g) entre
os pesos médios pré c pos os transplantes "iso-
génicos' contra alogenico.

Fonte GL S8 MS=SS/DF Razao F

Fator 1 2963 2963 2.66*

Erro 27 30092 1115

Total 28 33055

Nivel N Média Desvio Padrao

1 15 23.8 37.6
2 14 3.6 28.1

Desvio padrao do Grupo = 33.4

1 = isogenico
2 = alogénico
*poo> 0,05,
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rmnmemmsecnpemnnédﬁ)inicial, essa diferenca niao foi signi
ficativa para o grupo a 5% de acordo com ¢ teste t;

t(26)= 0.291, p > 0.05 , como também nao foi significa-
tiva a8 5% a perda de peso de 19.5 + 38.1 para o ganho alo-
génico; t(2z) = 1.581, p > 0.05 . Entre os grupos a di
ferenga entre as perdas de peso ndo foram significativas a
5% de acordo com a analise de variancia mostrada na Tabela

VII, F (1.28) = 1.01, p> q.05.

IV.3.3. Correlagao entre os pesos médios dos animais dos gru-

0s "isogenico" e alogénico e para cada gruvpo.
C g

Os coeficientes de correlacdo entre os pesos

{inicial, pré e pds transplantes) foram calculados e os resul

tados avaliados & nivel de 5%, Serdo apresentados i seguir:

1 .

a correlagdo entre os pesos (inicial e pré transplantes )
foi positiva para os individuos "isogeénicos'" e alogénicos
e o coeficiente de correlacdo foi igual a 0.848 (Figural()
Isto confirma que a diferenca de perda de peso entre 0S
dois grupos, nesta fase foi semelhante;

entre os pesos pré e pos transplantes para ambos os gru-
pcs, também houve correlagdo e o coeficiente foi igual a
0.846, Observar que a maioria dos individuos "isogénicos"
aumentou de peso {Figura 11).

entre os pesos no inicio do experimento e ao final, para
individuos "isogénicos" e alogénicos houve, também, correla
¢ao com o coeficiente igual a 0.814, Pela distribuicaodos
pontos apresentados na (Figura 1?) pode~-se observar que a
maioria dos individuos isogénicos manteve ou aumentou o pe
so inicial, exceto o n? 12, e os alogénicos mantiveram ou

perderam peso.



TABELA VII,
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Analise de variancia da diferenca de peso en-

tre a primeira pesagem e peso depols dos trans-

plantes, entre os grupos "isogeénico" e alogénico.

Fonte
Fator

Erro

Total

Nivel

Desvio padrao do Grupo

GL

27

28

N
15
14

S8
1346
36039

37385

Media
- 5.9

-19.5

36.5

MS8=5S/DF Razao F
1346 1.01~+
1335

Desvio Padrao
35.1
38.1

p—
]

(¥ ]
fl

* p > 0.05

isogeénico

alogénico
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FIGURA 10 ., Correlacao dos pesos, inicial (CO) e pré -

transplantes (Cl) entre os individuos "isogé-
nicos™ (1-15) e alogeénicos (16-29) listados
na Tabela I. O coeficiente & igual 3 0.848 ,

considerado significativo a 5%.
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génicos (1-15) e alogénicos (16-27) de acordo
com a Tabela 1. O coeficiente de correlacgao
& igual a 0.814, significativo a 5%, mostran-
do a tendéncia de manutencao do peso princi -

palmente pelcs "isogénicos".
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Para os individuos do grupo alogénico as corre
lagbes também foram significativas a 5%, de acordo com 0s
coeficientes a seguir:

1. Entre os pesos iniciais e pré transplantes, o coeficiente
de correlagao foi de 0.696. Indicando ter havido perda de
peso semelhante apds a indugao do diabetes. (Figura 13).

2. Entre os pesos pré e pos transplantes o coeficiente foi
de 0.687 indicando que os individuos deste gruno nao
ganharam peso apds os transplantes, exceto o individuo n®
26 de acordo com a distribuigdo de pontos da (Figura 14)

3. Entre os pesos iniciais e apds os transplantes o coefi-
ciente de correlacdo foi igual a 0.349, ainda considera-
do significativo. Porém, este nivel de correlacao, indi-
ca que houve pouca recuperagac do peso inicial pelos ani

mais deste grupo. (Figura 15).
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FIGURA 14. Correlacgdo do peso preé (Cg) e peso pOs (CIOJ
transplantes, do grupo alogénico. Os  nameros
representam os individuos listados na Tabela I.

Coeficiente de correlacdo € igual & 0.687 consi-

derado significativo a 5%.
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Considerando a correlacao entre os pesos (ini-
cial, pré e pds transplantes) para os individuos do grupo
"isogénico'", verificamos que a mesma foi significativa a 5%
em todos os casos, de acordo com o coeficiente de correla-~
¢do a seguir:

1. entre os pesos inicias e pré transplantes, o coeficiente
de correlacao foi de (.789. Isto indica que todos perde
ram peso apds a indugdo do diabetes; (Figura 16).

2. entre os pesos pré e pos transplantes, o coeficiente de
correlacdo foi de 0.796. FEmbora a correlacio seja positi
va, pode-se notar pela Figura 17 que a maioria dos pontos
estao distribuidos 3 direita da reta, evidenciando aumen-
to de peso;

3. entre os pesos iniciais e apds os transplantes, este gru-
po apresentou o maior coeficiente (0.824) significativo a
5% indicando uma recuperagao do peso pela maioria dos in-
dividuos. Comparando o coeficiente de correlacao deste
grupo comr ¢ coeficiente de correlacao do grupo alogénico
(0.349) fica evidente a melhoria do primeiro em relacao
ac segundo quanto ao peso, apos os transplantes. (Figura

18).

IV.3. . Glicemia média antes e apds os transplantes

0 nivel glicémico médio dos animais  diab&ti-
cos do grupo "isogenico' (451.8+110.1mg%) ndo foi significa-
tivamente diferente daquele do grupo a 10% alogénico (405.9+
78.4mg%} antes dos transplantes, de acordo com a analise de
variancia onde F (1,28) = 1.65, p> 0.10 , mostrada na Ta

bela VIII.. Entretanto, apds os transplantes, o grupo '"isoge-

nico" sofreu uma redugac da taxa gliceémica média para
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génico (1-15) listados na Tabela I. O coefi
ciente € ieual a 0.789, considerado significa

tivo a 5%.
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transplantes do grupo isogénicc. Os ndmeros reprg
sentam os individuos listados na Tabela I. O coe-
ficiente de correlagao foi igual da 0,796, conside

rado significativo a 5%.
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ficativo a 5%.
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Analise de variancia da glicemia em mg3% antes do=

transnlantes centre os grupos "isoecénicos" e
alogénicos.
Fonte GL sSS MS=SS/DF Razdo F
Fator 1 15307 15307 1.65*
Erro 27 249732 9249
Total 28 265038
Nivel N Média Desvio Padrao
1 15 451.8 110.1
2 14 405.9 78.4

Desvio padrao do Grupo = 96.2

el
0

isogénico

(3]
]

alogénico

* p > 0.10
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272+60mg% enquanto que o grupo alogenico teve um aumento do
nivel glicémico para 423+165mg%. FEntre os dois grupos a
diferenca foi significativa a 1% de acordo com a analise de

variancia apresentada na Tabela IX , onde F (1,28) = 11.07,

p < 0.01 . Quantoc a diferenca de glicemia media vara cada
grupo verificamos que foi de -180.17+110mg% para o grupo
"isogénico", significativa de acordo com o teste t, onde

t(14) = -6.331, p < 0.001 e para o grupo alogénico, a
diferenca foi de 17.143+ 183mg%, nao significativa de acor-
do comr ¢ teste t onde t(13) = 0.350, p > .05 . Entre
os dois grupos essas diferencas também foram significativés
a 5% de acordo com a andlise de variancia mostrada na Tabe-
la X onde F (1,28) = 12.53, p < 0.001 .

As correlacbes para os valores da taxa glice-
mica antes e ap0s os transplantes nao foram significativas
para ¢ grupo "isogénico", alogénico ou entre oS grunpos, a
nivel de 5%. |

0 coeficiente de correlacao para o grupo iso-
génico foi de 0.271. De acordo com o grafico da (Fipura 19)
pode-se notar que todos os pontos estao situados acima da
reta, indicando uma redugdao da taxa de glicemia, para a
maioria dos individuos. O coeficente de correlagao nara o
grupo alogénico foi igual a -0.010. O Grafico da (Figura 20)
mostra os pontos dispersos evidenciando inalteracaoc ou au-
mento da taxa glicémica da maioria dos individuos. Final=-
mente, a (Figura 21} mostra a correlacao entre os individuos
alogénicos e "isogénicos e o coeficiente de correlagdo foi

de 0.070. Este grafico confirma os dados anteriores.
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TABELA IX. Analise de variancia da glicemia em me% apds
os transplantes entre os srupos 'isopénicos™
e alogénicos.
Fonte GL Ss MS=8S/DF Razao F
Fator 1 165840 165840 11.07*
Erro 27 404405 14978
Total 28 570246
Nivel N Media Desvio Padrao
1 15 272 60
2 14 423 165
Desvio padrao do Grupo = 122

—
1]

[
]

isogenico

alogénico

* p o< n,01
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TABELA X. Analisc de variancia da diferenca de slicemia em
mg% entre os grupos '"isorenico'" e alogénico.

Fonte GL SS MS=SS/DF Razao F
Fator 1 281914 281914 12.53+*
Erro 27 607482 224499
Total 28 889396
Nivel N Média Desvio Padrao

1 15 -180 110

2 14 17 183

Desvio padrao do Grupo = 150

[
]

2
"

Y p <

isogénico

alogenico

0. 001
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V. DISCUSSAO

Ja havia sido demonstrado anteriormente por vi
rios investigadores, entre os quails, McFvay ¢t alfif (1973), He-
gre & Lazarow (1977) , a sobrevivéncia seletiva e a proli
feragdo das ilhotas em meio de cultura. As observacoes dos
cortes histologicos do tecido cultivado apds 8 a 10 dias, em
nosso estudo, também evidenciaram este fato (Figura 4).

Por ndo terem sido constatadas &reas necroti-
cas nas partes centrais do técido, podemos sugerir que a ta-
xa de difusdo foi compativel com a sobrevivencia das células
de acordo com Agren et affii (1980). Estes autores entre ou
tros, constataram um acentuado aumento no contelido de horm§
nio, por unidade de peso Umido dos explantes cultivados e ex
plicam que isto se deve ao efeito combinado de varios proces
sos independentes, entre 0s quais:

1. a falta de circulacgidc sanguinea através das ilhotas que pode
dificultar a liberacdo do hormonio pelas células.

2. a perda do tecido acinoso que pode levar 4 um aumento na pro-
porcao das células das ilhotas, o que por sua vez eleva
o contetdo hormonal.

Com relagdo a este aspecto, nos observamos uma
coloracdo mais intensa, com aldeido fucsina nas ilhotas cul-
tivadas em relagao as frescas (Figuras 4 e 7).

Pudemos constatar também, através dos enxer-
tos,que o pancreas fetal de rato retém a sua viabhilidade a-
pos 8 a 10 dias de cultura.

Quanto aos transplantes, verificamos que 0s

mesmos nio parecem ter sido rejeitados no grupo "isopenico".
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Nossas evidencias para esse fato, sdo substanciadas pela me-
lhoria do estado diabético nestes grupos e pela auséncia de
infiltracdao de células mononucleadas 1o enxerto, de acordo
com os cortes histoldgicos. Além disso, nossa suposigdo ini-
cial € corroborada pelas seguintes fatos:

1. uma infiltragdo linfocitica, ocorre 48 horas apnds o trans-
plante, atingindo o maximo no quarto dia (Ffanklin, Séhu—
lack § Reckard, 1979);

2. a rejeicao do tecido estranho ocorre devido a presenca de
linf6cito$ migradores carreados dentro do enxerto ( teoria
de Snell, 1957) e antigenos de transplante (teoria de Meda
wer, 1963) localizados nas células do enxerto e em maior
quantidade nas células endoteliais dos capilares da ilho-
ta (Parr et alfii, 1982). Ou, a rejeicdo ocorre devido 3
interacio entre antigenos, linfécitos ativadores do en-
xerto e células do sistema imune do receptor. Isto &, as
células linfoides do doador estimulam o reconhecimento dos
antigenos do enxerto pelo hospedeiro. Sendo assim, a res-
posta da rejeicdo, nao & iniciada sem os linfocitos do doa
dor segundo as explica¢oes de Lafferty (1980),e
durante o periodo de cultura, tanto os antigenos ( princi-
palmente devido a degeneracao dos capilares) quanto os lin
focitos sao destruidos ou reduzidos (Parr et aflii, 1082,
Faustman et affi{i, 1982 e Rabinovith et affii, 1982).

Como em nossos experimentos os enxertos foram
previamente cultivados , nao deveriam apresentar tais
elementos, pélo menos em grande quantidade, constituindo, por
tanto, um tecido adequado para o transplante. Pois, ja  esta
bem estabelecido que o sistema de cultura afeta os leucoci_-

tos migradores do explante, quantc a mesma & feita em siste-
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ma fethado & 37°C, com a utilizacao dos meios de cultura
usuais {Yasunami et affi{, 1983 a e b).

Em nosso estudo, o cultivo do tecido pancreia-
tico fetal por 10 dias em meio Ham F-10, suplementado com
soro fetal bovino a 15%, inativado (1 hora 2 56°C) e anti
biGticos parece ter sido efetivo para manter as ilhotas mor
fologica e funcionalmente intactas, de acordo com os exa-
mes dos cortes histoldgicos antes e apds os transplantes a-
presentando células betas intensamente coradas com aldeido
fucsina (Figuras 4 e 7).

Pela comparacao tanto dos pesos médios (ini-
cial, pré e pds transplantes) entre os grupos "“isogénico" e
alogénico e das diferengas de pesos médios entre esses gru
pos nos periodos inicial- pré transplantes, pré-pds trans -
plantes e ainda entre o periodo inicial e pds transplantes,
feitas pelas analises de variancia e testes t, verificamos
ter havido uma recuperagdo significativa do peso inicial pe
lo grupo "isogénico". Este grupo obteve um ganho de peso
médio igual a 23.8 + 37.6g (p < 0.05) entre o periodo pré e
pds transplante apds os 30 dias de observagdo, enquanto que
para o grupo alogeénico a diferenga foi de apenas 3.6 + 28 g
(p » 0.05).

A reversiao do diabetes nao foi total de acor-
do com a rejeicdo da hiperglicemia observada no grupo "iso-
genico" ao final do experimento (272 +60 mg%. Entretanto ,
a diferenca de -180.17 + 110 (p < 0.001) entre os periodos
pré e pos transplantes, foi significativa para este grupo .
Este resultado era previsto de acordo com os dados da lite-
vatura quanto aos transplantes intramusculares. Segundo La-

cy et affii (1979), os transplantes nestes sitios reduzem



70

significativamente a hiperglicemia e os individuos recuperam
seu ganho de peso, porém ndo se tornam normoglicémicos, 0
sitio de transplante de ilhotas ou tecido pancreatico fetal
¢ de grande importancia com relagdo ao possivel uso do mesmo
para transplantes em humanos. Sob o ponto de vista funcio-
nal, os sitios que sdo drenados pelo sistema venoso portal
{(injegao de ilhotas na veia porta, omentum intestinal) sao
os ideais quando comparados com aqueles drenados pela circu-
lagdo sistémica {sitic intramuscular, cdpsula renal, bacgo ,
etc.). Quando a drenagem do enxerto & feita pelo sistema
porta, o alvo primario para a acdo da insulina, apds ter si-
do liberada pelo enxerto, € o figado, dai a sua importancia.
Este fato também foi demﬁnstrado por Boschero e Negreiros
de Paiva (1977), e Brown et aflii{ {1979). Estes ultimos rea
lizaram experimentos nos quais os transplantes sob a capsula
renal em ratos isogénicos, apresentavam a drenagem venosa
da veia cava inferior & veia porta hepatica através da reali
za¢do de uma derivagao entre elas. Por outro lado, o sitio
de transplante deve ser avaliado sob o ponto de vista imuno-
16gico, quando se trata de aloenxertos. Trabalhos recentes
tem considerado o ventriculo cerebral (Tze § Tai, 1983) ou o
testiculo (Bobzien et affii, 1983) como sitios imunologica -
mente priveligiados. Os resultados destes estudos em Xxeno-
enxertos foram satisfatdérios. Entretanto, os isoenxertos le
vam vantagem em relagao aos aloenxertos por evitarem as com-
plicagoes iniciais do diabetes como aquelas que envolvem o
sistema microvascular do rim, dos olhos e © suprimento do
sistema venoso autdnomo para o colon, em animais experimen-

tais.
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Em nossos estudos procuramos solucionar o pro-
blema imunolédgico utilizando pancreas fetal de rato cultiva
do e receptores que apresentavam coeficiente de parentesco
igual a 37,5%. A sobrevivéncia do enxerto, peloc menos por
30 dias foi maior nestes animais do que nos receptores sem
grau de parentesco, aliado ao fato, de nao ter sido necessé
ria a utilizagao de tratamento imunossupressor.

A opgac pelo sitio intramuscular foi devido as
facilidades de procedimento cirirgico e acesso para a recupe
ragdo e avaliagdo do enxerto quanto ao aspecto morfoldgico ,
através do qual pudemos observar, inclusive, que a neo-vascu
larizagao foi Otima neste local.

A escolha do tecido fetal foi devida ao fato
de sua conhecida potencialidade para a replicagao continua-
da das células da ilhota, provendo assim uma quantidade su-
ficiente para afetar o estado diabético. Este tecido tem si
do sugerido para transplante em humanos dadas as suas quali-
dades e com isto, pequenas quantidades do mesmo podem ser
usadas com sucesso em sitios apropriados para reverter o es-
tado diabético (Lazarow et affii, 1973).

Resta saber por quanto tempo além dos 30 dias
sobreviveriam os enxertos e se a utilizagdo de sitios fisio-
logicamente mais apropriados, como por exemplo, os siste-
ma utilizade wutilizado por Yasunami, Lacy § Finke (1983) ,
dariam melhores resultados. Esses autores implantaram ilho-
tas livres no omentum intestinal encapsuladas no perdifoneum
do receptor e sugerem que este & um sitio fisiologicamente a
dequado porque a insulina & liberada dentro do sistema veno-

50 portal.



Vi, RESUMO

Neste estudo, o nancreas fetal de rato, culti-
vado, foi utilizado como orgac doador vara o tratamento do
diabetes induzido por aloxana.

0 efeito deste tratamento foi comparado entre
dois grupos experimentais:

1. doadores e receptores com um coeficiente de parentesco
37.5%, obtidos por endocruzamento de ratos da linhagem
Wistar;

2. doadores e receptores sem grau de parentesco, da mesma 1i

nhagem.

Os primeiros foram chamados de grupo '"isogéni

co' e os outros, de grupo alogénico.
Os pancreas fetais foram enxertados em sitios
intramusculares, O efeito desses enxertos sobre o estado

diabético dos receptores foi avaliado, morfoldgica e Fisiolé
gicamente, anos 30 dias de acompanhamento , e os resultados oh
tidos foram os seguintes:

Ouanto ao aspecto morfolégico, apenas os enxer
tos "isogenicos" foram facilmente encontrados e a seguir exa
minados ao microscopio comum, Estes pareceram bem estabele-
cidos, com agiomerados de células B, vascularizacio intrinsi
ca sem aparente infiltragao de c€lulas mononucleadas ou fi-
brose intersticial,

Quanto ao aspecto funcional verificamos tam-
bém, que os ratos do grupo "isogénico'" responderam satisfato
riamente acs enxertos, poiSs recuperaram seu peso médio ini-

cial apresentando uma diferenga de apenas -5.9+35.,1g (P >0.05)
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significativa & 5% entre o peso médio inicial e o peso mé-
apdos os 30 dias de transplante. Quanto a glicemia média o
"isogénico' apresentou uma reducdo significativa de -180.17 +
110mg% (p < 0.001) apds transplantes. No concernente ao gru
po alogénico ocorreu o oposto, isto €, houve incremento sig
nificativo de 12,5mg% de glicemia (p < 0.001).

Em resumo esse trabalho fala a favor de que fe
tos semelhantes de alto coeficiente de parentesco numa rera

gao, poderao ser utilizados como modelo de transplantes,



VII. CONCLUSOES

Considerando o interesse geral no desenvolvimen

to de métodos alternativos para a normalizacao da plicemia

em individuos diabéticos, e a importancia dos transnlantes ex

perimentais como um desses métodos alternativos, podemos con

cluir, segundo nossos estudos em ratos que:

1.

0s enxertos pancreatices fetais podem ser adequados para
melhorar o estado diabético quando transplantado no misculo;
0s enxertos fetais por apresentarem alta proporcao de teci
do endécrino em relagBo ao exdcrino se prestam ao trans-
plante;

durante o periodo de cultura as ilhotas de tecido pancrei-
tico fetal se proliferam e o tecido acinoso se degenera ,
assim como se degeneram também os linfdcitos. Este Ulti-
mo fato parece ser de grande importancia para imunogenici-
dade des fransplantes, explicando pelo menos em narte a me
lhoria na sobrevivéncia do tecido pancreitico fetal enxer-
tado; |

havendo aumento do tecido enddcrino, provavelmente ha tam-
bém aumentoc na producaoc de insulina;

Em animais com diabetes severo, os transplantes saoc menos

efetivos;
o modelo alogénico deve ser recusado, tendo em vista os
péssimos resultados obtidos, provavelmente devido a sua

alta imunogenicidade;
o modelo com alto coeficiente de endocruzamento parece ser
o mais adequado, uma vez que torna desnecessario o uso de

de animais resultantes de numerosas geracdes e €& o unico
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que podera, do ponto de vista prdatico, ser extrapclado para

outras espécies animais.
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