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INTRODUGCAO

A produgao do diabetes em animais de laboratorio
proporcionou nestes 4ltimos anos, a possibilidade de um estudo
mais profundo sobre o metaboligsmo dos hidratos de carbono e suas
alteragoes (COVIAN, 1946).

0 diabetes experimental foi conseguido pela primei-
ra vez por MERING e MINKOWSKI (1889), atraves da pancreatectomia
em caés. Foi produzido tambem por administragao de extrato hipofi
gario (YOUNG, 1937), por infusao continua de glicose (LIKK .
1953), por soro anti-insulinico (MOLONEY e COVAL, {955) e por
drogas, sendo que OKAMOTO (1955), relata nada menos de 87 compos-
tos com agao diabetogenica. Dentre as drogas, a mais utilizada

foi a aloxana.



Os primeiros pesquisadores a produzir diabetes atra
ves da aloxana foram: DUNN, SHEERHAN e MACLETCHIE (1943) em coe -
lhos; DUNN e MACLETCHIE (1943 em ratos; GOLDNER e GOMORI (1943)
em caes; PERALTA (1946) em gatos; JARRET (1946) em carneiros :
HARRIS, ANDERSON e CHEN (1946) em hamsters; BARNEJEE (1947) em
macacos e WAISBREN (1948) em camundongos.

No homem, a aloxana foi empregada na tentativa de
eliminar carcinomas das ilhotas de Langerhans (BRUNSCHWIG, ALLEN,
OWENS e THORNTON, 1944 e BAYLEY e LE COMPTE, 1947).

A quantidade de aloxana necessaria para a obtengao
do diabetes, varia com a especie animal e com a via de aplicacao
(LUKENS, 1948); com o peso corporal (BRUCKMANN, 1946) e com a die
ta (MARTINEZ, 1945). Segundo KASS e WAISBREN (1945), a probabili-
dade de éxito na obtencao do diabetes & muito maior quando a alo-
xana e administrada ao animal em jejum.

A aloxana provoca necrose das celulas beta (DUNN ,
KIRKPATRICK, MACLETCHIE e TELFER, 1943 e GOMORI e GOLDNER, 1943),
acarretando hiperglicemias que costumam ser mais acentuadas em
coelhos e ratos {(300-600 mg?#) do que em caes (200-350 mg%) (LAZA-
ROW e PALAY, 1946). |

0 aparecimento frequente de hipoglicemias entre .3
e 8 horas apos a administracao da aloxana, foi constatado por JA-
COBS (1937) e, provavelmente se deve a liberagao da insulina arma
zenada no citoplasma das celulas beta (GOLDNER e GOMORI, 1943).

Segundo HOUSSAY, BRIGNONE e MAZOCCO (1946), apos a
administracao da aloxana ocorrem tres fases distintas: a primeira
muito rﬁpida; caracterizada por uma hiperglicemia devido a acao
direta da aloxana no figado; a segunda, também bastante rapida ,

caracterizada por hipoglicemia, deve-se a incapacidade do figado



em fornecer glicose para a corrente sangufnea e a terceira, deve-
se as lesoes produzidas nas celulas beta, frequentemente mais du-
radoura, caracterizando-se por uma hiperglicemia.

0 diabetes por aloxana pode ser reversivel, princi-
palmente quando produzido por pequenas doses (LAZAROW, 1952). Po
ses excessivas provocam a morte do animal antes mesmo de causar
lesoes nas celulas beta e, animais refratarios a primeira dose |,
normalmente tambem o sao as doses subsequentes (GOLDNER e GOMORI,
1943 e KASS e WAISBREN, 1945).

Segundo RUANGSIRI (1949), a aloxana provoca lesoes
ja na primeira meia hora apds a administracao e, as primeiras ma-
nifestacoes se caracterizam por um continuo desaparecimento das
granulacoes do citoplasma das células beta, que se estende até 12
horas. Esse periodo & chamado de periodo das degeneragoes hidrapi
cas. As modificagdes nucleares aparecem apos 3 horas e, depois de
8 ou 9 horas, os nucleos encontram-se totalmente fragmentados s
quando tem inicio a remocao dos restos celulares atraves dos ma -
crofagos que invadem a area. CAVALLERO (1947), observou que a ne-
crose total das ilhotas se completa em dois dias e a reabsorgao
das regioes degeneradas termina apos o 49 dia.

A aloxana provoca efeitos colaterais como: catarata
(DUFFY, 1945); lesoes da retina (LEWIS, MOSES e SCHNEIDER, 1947);
necrose dos tibulos renais (DUFF e STARR, 1944); degeneragoes gor
durosas do figado e necrose das células hepaticas (HOUSSAY, et
alii, 1946); aumento do volume do trato digestivo (CHESLER e TIS-
LOWTZ, 1945); atrofia da tireoide (BENNETT e KONEFF, 1946) e le -
soes na adrenal, principglmente na zona fasciculada (KENDALL .
MEYER, LEWIS e VICTOR, 1945 e RUBEN e YARDUMIAN, 1946).

Como efeitos indiretos, a aloxana provoca poliuria,



polidipsia, polifagia e glicosuria (RUANGSIRI, 1949). Provoca tam
bem cetose, aumento dos acidos graxos no plasma e aumento do gli-
cogénio no tecido cardiaco (MANSFORD e OPIE, 1968). LACKEY, BUN -
DE, GILL e HARRIS (1944), constataram em animais diabeticos por
aloxana, que enquanto © glicogenio aumentava no tecido cardiaco ,
diminuia consideravelmente no figad: e nos musculos.

Paralelamente ao estudo do metabolismo e de suas al
teragoes, novas linhas de.pesquisa surgiram depois da descoberta
da insulina por BANTING e BEST (1922).

Inumeros pesquisadores estudaram a agao da glicose
sobre a formagao e liberagao da insulina "in vivo" e "in vitro'.

A glicose, quando administrada continuamente em co-
baias, provoca degranulagao do citoplasma das celulas beta, hiper
plasia das ilhotas de Langerhans e, nio raro, degeneragoes hidro-
picas (WOERNER, 1938 e 1939).

Atraves de injegoes continuas de glicose por via
intraperitoneal, FRIEDMAN e CALDWELL (1939), obtiveram degranula-
¢oes do citoplasma das células beta. Apds a suspensao da glicose,
novamente ocorria formagao de granulos.

WISLLER, FINDLEY e FRAZIER (1949), submeteram ratos
3 dieta forcada de hidratos de carbono e observaram degranulagoes
no citoplasma das células beta, hiperplasia das ilhotas e, as ve
zes, glicosuria e cetontria.

Estes trabalhos evidenciaram que a glicose, em al -
tas concentragoes, provoca alteragoes nas ilhotas de Langerhans
devido a uma solicitagao muito grande na producac de insulina
Comprovando estes resultados, METZ (1958) encontrou no plasma de
caes quantidades cada vez maiores de insulina, & medida que a gli

cemia aumentava, atraves de injecoes de glicose.



GOETZ (1967), observou que a administracao de glico
se em inumeros animais, inclusive no homem, provoca aumento da
concentracao de insulina nas veias pancreaticas e, em menor esca-
la, na circulagao periferica.

A glicose em altas concentragoes (acima de 100 mgZ)
também induz a liberagao da insulina "in vitro". Isto foi compro-
vado atravas da perfusao de pancreas de rato (ANDERSON e LONC s
1447a, 1947b); por incubacao de fragmentos de pancreas {GAGLIARDI
NO e MARTIN, 1966; MALAISSE, MALAISSE-LAGAE e KING, 1968 e GAGLI-
ARDINO, HERNANDEZ, REBOLLEDO e BEVILACQUA, 1971); através da incu
bacao de fragmentos de pancreas com o tecido acinoso atrofico
(KEEN, SELLS e JARRETT, 1965 e JONSSON, POTEN e THORRELL, 1966) e
atraves da incubacao de ilhotas isoladas por colagenase (MALAISSE
MALAISSE-LAGAE, LACY e WRIGHT, 1967; VANCE, BUCHANAN, CHALLONER e
WILLIANS, 1968; LACY, YOUNG e FINK, 1968; GERNER, L'AGAE~-STEHR ,
TJTOE e WACKER, 1970; KOSTIANOVSKY, LACY, GREIDER e STILL, 1972 e
HOSHI e SHREEVE, 1973).

0 mecanismo da formacao e armazenamento da insuli-
na foi elucidado em grande parte por HOWELL e LACY (1970} e; se -
gundo estes autores, a pro-insulina formada no reticulo endoplas-
matico @ transferida dentro de 25 a 45 minutos para o complexo de
Golgi onde tem inicio a formacao dos granulos para é estocagem
sob a forma de cristais. A conversao da pro-insulina em insulina
tem inicio no proprio complexo de Golgi.

Para a liberacao da insulina ha necessidade da en -
trada do ion Ca2+ nas celulas beta, onde vai promover as altera -
coes fisiolopicas necessarias nos microtubulos, resultando no des
locamento dos granulos de insulina, para a periferia das celulas.

pal para o meio externo, a insulina & liberada por emeiocitose,



Sobre o mecanismo da formacao, liberacao, relagao
com outros hormonios e agao da insulina sobre os diversos orgaos,
algumas revisces recentes sao encontradas na literatura: (GRODSKY
e FORSHAM, 1966; FROHMAN, 1969; STEINER, KEMMLER, CLARK, OYER e
RUBENSTEIN, 1972; RANDLE e HALES, 1972; FAJANS e FLOYD, 1972
GOODNER e PORTE, 1972 e MALAISSL, 19+/2 e 1973).

Dentre as doengas de cunho endocrino, o diabetes
metlitus ocupa lugar de destaque no mundo e, somente nos Estados
Unidos da América do Norte, existem atualmente alguns milhoes de
diabeticos, (BALLINGER e LACY, 1972).

O tratamento da referida doenga € feito atraves da
administragao diaria de insulina por via subcutanea e, mais recen
temente, tambeém atraves de hipoglicemiantes orais (GOETZ, 1967).

A correcao do Diabetes mellitus idiopatico, induzi=~
do por pancreatectomia ou por drogas, tem sido tentada atraves de
transplante de tecido pancreatico, por inumeros autores em dife -~
rentes areas receptoras. A primeira experiencia nesse sentido foi
realizada por MINKOWSKI (1892) que implantou cauda de pEncreas no
tecido subcutaneo do mesmo animal, mantendo a circulacao pelos va
sos esplenicos.

GAYET e GUILLAUMIE (1927), transplantaram cauda de
pancreas em pescogo de caes normais, fazendo anastomose carotido-
jugular com a circulagdo pancreatica. Observaram que o pancreas
extranumerario nao secretava quantidade suficiente de insulina pa
ra produzir grandes quedas da glicemia. Acreditaram que a libera-
¢ao de insulina nao era determinada por simples processo de difu-
sdao e sim, regulada pela quantidade de glicose circulante.

Com base nessas experiencias, HOUSSAY, LEWIS e

FOGLIA (1929), transplantaram 3 pancreas em um cao normal, obser-



vando pequena queda da glicemia, porem, ainda dentro dos limites
considerados normais. Em caes pancreatectomizados, apenas um en-
xerto foi suficiente para normalizar a glicemia.

Ao enxertar uma cauda de pancreas na parede abdomi-
nal de cao, utilizando uma fistula para drenagem da secrecao exo-
crina, SIMARD (1945), constatou que o sistema nervoso intrinseco
e o complexo neurcinsular do pancreas apresentavam sobrevida in-
dependentemente do sistema Nervoso extrinsico.

CARNEVALLI, REMINE, GRINDLAY e HARRISON (1960), rea
lizaram homotransplante de pancreas em caeés previamente pancrea -
tectomizados, usando camaras com filtros de poros microscopicos
para impedir o contato de céelulas do receptor com o enxerto. LEsse
procedimento nao deu resultado pois, em todos os enxertos realiza
dos, a glicemia do receptor nao voltou a seus niveis normais. Es-
tudos histologicos posteriores nao evidenciaram sobrevivencia das
ilheotas transplantadas.

De JODE e HOWARD (1962), realizando enxertos do ti-
po pancreatico-duodenal em caes pancreatectomizados, com anastomo
se da circulacao e fistula para coleta da secregao exocrina, ob -
servaram gue houve correcdao da glicemia nas primeiras 24 horas ,
porém a sobrevida maxima foi de apenas 8 dias. '

REEMTSMA, LUCAS, ROGERS, SCHMIDT e DAVIS (1963) )
realizando 3 tipos de transplantes de pancreas ohbservaram que en-
xertos subcutaneos nao reduziram a glicemia dos receptores previa
mente pancreatectomizados. Quando anastomosavam a circulagao
do receptor com a circulacao do pancreas transplantado, verifica-
ram gque 407 dos receptores apresentavam correcao da glicemia e
finalmente, quando promoviam a atrofias do tecido exocrino dos

doadores, antes da realizagao do transplante o sucesso era obtido



em 807 dos casos. 0 uso de drogas imunossupressoras como purinas
anazlopgas, b-mercaptopurina e azotiopirina em trébalho identico ao
anterior nao prolongou a sobrevida dos enxertos (REENTSMA, HEWITT
SMITH e WEICHERT III, 1964},

CHAYA, APPERT e HOWARD (1966), realizaram a ligadu
ra dos dutos pancreaticos dos ~aes Jsadores e apos 2 a 3 meses en
xertaram esses pancreas atroficos em caes diabeticos, na altura
do pescogo ou fossa iliaca, anostomosando a circulagao do recep -
tor com a do enXxerto. Observaram que em aproximadamente 907 dos
casos houve corregEO da glicemia logo apas 0o enxerto, porém, a
sobrevida maxima foi de apenas 23 dias e as causas mais frequen -
tes, responsaveis pelo insucesso dos enxertos, foram trombose nos

primeiros casos e rejeicao nos casos subsequentes.
GRENIER, GILLET, WONG, KLEIN e BARTH (1968), em

caes previamente pancﬁeatectomizados realizaram enxertos autagﬁrbos

oo il ue s

mes (parciais) e (totais) do tipo pancreatico-duodenal
na regiao cervical, anastomosando a circulagao do receptor com a
cirCulagzo do enxerto e com fistula para coleta da SECIEQ;O exo -
crina. Nos aute g8, a sobrevida foi de 6 a 26 dias e nos homqggmtﬂé
#ws, de 3 a 23 dias com corregao do nivel glicemico. Observaram
que a rejeicao era precedida de um aumento das enzimas digestivas
no sangue do receptor e, 24 a 48 horas apos esse evento, novamen-
te o animal tornmava-se hiperglicemico.

ELLENBOGEN, LINS, RAIA, GARBIN, LOUZA, FERA e PINOT
TI (1969), realizaram transplantes tambem do tipo pancreitico~du2
denal anastomosando a circulagao do receptor com a circulagao do
enxerto. Nos animais em que nao usaram medidas imunossupressoras

houve correcao da glicemia, com sobrevida media de 12 dias. No se

gundo grupo em que usaram Azotiopirina e Succinato de Prednisolo-



na, a sobrevida media foi de 16 dias, sendo que um dos receptores
continuou vivo 35 dias apos o transplante.

PEMBERTON e MANAX (1971), em caes tornados diabeti-
cos pela administragao de aloxana, transplantaram cauda de pan --
creas com tecido acinoso atrofico, observando que 33% dos recepto
res tiveram sua glicemia normazlizadu e a sobrevida maxima em um
dos casos, foi de 32 dias.

Trabalhando com hamsters, HOUSE, BURTON, COOPER e
ANDERSON (1958) e HOUSE, JACOBS e PANSKY (1961), enxertaram pan -
creas de feto, de recem—nascido e de adulto, na bolsa geniana de
receptores normais e diabeticos por aloxana, com idade entre 6 a
12 meses. Observaram que o sucesso ocorria em 907 dos receptores
diabeticos e em 75% dos nao diabeticos, e que o volume de pan -
creas enxertado e a sua sobrevivencia foram respectivamente 307 e
507 maiores nos receptores diabeticos do que nos normais.

A probabilidade de exito foi maior nos enxertos de
pancreas de feto e de recem-nascidos, e a diferenciagao das célu-
las beta ocorria com maior intensidade quando os receptores eram
diabéticos. A idade do receptor nao influiu no exito des trans ~--
p;antes e quando os enxertos duravam pelo menos duas semanas a
glicemia dos receptores diabeticos era corrigida.

Em trabalho semelhante, PANSKY, HOUSE e JACOBS (
1962), usaram hormonios como cortisoma, cortisona mais insulina e
cortisona mais hormonioc somatotrofico, antes, durante e apos 08
transplantes, verificando que em todos o0s grupos o crescimento
dos enxertos de pancreas de recem-nascido foi acelerado, com
excessao daqueles realizados em receptores diabeticos, tratados
apenas com hormonio somatotrofico.

A correcao da glicemia em 85% dos animais com diabe
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tes leve (140-199 mgZ%Z), em 13% com diabetes moderado (200-299
mg%Z) e em 2% com diabetes grave {acima de 300 wgZ) e ainda a recu
peracao do estado geral em 357 dos animais dos tltimos dois gru -
pos, foi atribuida a uma efetiva producao de insulina pelo pan --
creas enxertado (HOUSE, PANSKY e JACOBS, 1963).

Em transplantes de p3n~veas de recem-nascido, HOU -
SE, PANSKY, JACOBS, STREBEL e PAYAN (1965), usaram um inibidor do
tevido exoerinoe (D-L Etionina) verificando que o crescimento e di
fc renciacaoc das células beta foram significativamente maiores nos
receptores tratados do que nos nao tratados.

SAK, MACCHI e BEASER (1966), em hamster diabeticos
tratados com insulina, insulina mais cortisona e insulina mais
cortisona e mais tolbutamida, realizaram transplantes homogenos
de pancreas de recem-nascido na bolsa geniana, observando que 0©s
melhores resultados foram obtidos no grupo de animais tratados an
tes dos transplantes com insulina mais cortisona e, depois dos
transplantes com tolbutamida. O pior resultado quanto 4o cresci -
mento e diferenciagaoc do tecido endocrine, foi verificado nos
animais tratados somente com insulina, porem foi neste grupo gque
conseguiram maior sobrevivencia, pois algumas celulas beta foram
encontradas 1 ano apos o transplante, em aparente estado de fun -
cionamento.

BROWNING e RESNIK {(1951), realizaram transplantes ho
mogenos intra-oculares de tecido pancreatico de embrices,de recég
nascidos e de adultos em camundongos normais de mesma linhagem ,
ou de linhagens diferentes. Efetuaram tambem, transplantes de pan
creas de fetos e de recem-nascidos, em receptores diabeticos de
mesma linhagem, utilizando como areas receptoras a capsula do ba-

o e o tecido subcutaneo., Esses autores observaram gue em recep-
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tores normais de mesma linhagem, os transplantes de tecido pan =~
creatico embrionario cresceram, diferenciaram-se e persistiram
por longo periodo; os de recem-nascido apresentaram diferenciacao
e permanencia por longo tempo, porem, dificilmente cresceram, e
os de adultos nunca apresentaram crescimento, embora persistissem
durante longo tempo. Em receptores de linhagens diferentes, os de
tecido embrionario e de recem—-nascido quase nao cresceram e foram
allsorvidos apos a 3a. semana. Em transplantes de tecido adulto,
a absorcao se iniciava logo apds o enxerto.

Nos transplantes executados em camundongos diabeti-
cos da mesma linhagem, apenas obtiveram exito quando enxertavam
de uma so vez no tecido subcutaneo, 4 pancreas de recem-nascidos.
Vinte e um dos 38 receptores deste grupo sobreviveram por periodo
de 30 dias sendo que em 12 animais a glicosuria desapareceu e nos
outros 13 ocorreram redugoes significativas.

Yarios pesquisadores tentaram o transplante de pan-
creas em ratos. COUPLAND (1957), transplantou com exito, na cama-
ra anterior do olho de ratas gestamtes, pancreas de seus proprios
fetos e, apos 6 meses, observou que o tecido enddcrino sobrevivia
normalmente, tendo crescido e se diferenciado, enquanto que o te-
cido exocrino havia regredido. Dois anos depois, realizando o mes
mo tipo de experiencia confirmou as observagaes anteriores, veri-
ficando entao que a persistencia se estendia por 1 ano e que as
celulas alfa estavam ausentes no tecido transplantado (COUPLAND ,
1960).

GRIMELIUS , HULTQUIST, THORELL e WIMBLADH (1964) s
realizaram na camara anterior do olho de ratos normais e diabeti-
cos, transplantes autogenos, isOgenos e homogenos de pEncreas com

tecido acinoso atrofico, obtidos de doadores adultos. Em recepto-~
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res normais de transplantes autopenos , observaram que 907 das
ilhotas enxertadas se apresentavam integras 2 a 4 semanas depois.
Nos transplantes isogenos, em identico periodo, essa porcentagem
foi de 77%, e nos homogenos caiu para 377%7. Apos 6 meses, 897 dos
autopenos e 227 dos homogenos ainda sobreviviam, enquanto 0s
transplantes executados em ricuptores diabeticos, apresentavam as
células beta com degeneracoes hidropicas.

Em trabalhos posteriores, HULTQUIST, GRIMELIUS , LUN
bid, THORELL e WIMBLADH (1965}, verificaram que o0s enxertos po -
diam persistir por 1 ano, e que as celulas beta apresentavam
maior capacidade de sobrevivencia do que as celulas alfa.

Realizando transplantes homogenos de pancreas de
feto em testiculos de ratos diabeticos por aloxana, DU BOIS e GO-
NET (1961); GONET, (1961) e GONFT e RENOLD (1965), observaram cor
recdo do diabetes em 20% dos casos. Nos primeiros dias, ocorria
rapida protiferacao das células beta e degeneragao do tecido aci-
noso. Segundo esses autores, o tecido enxertado produz insulina
suficiente para normalizar a glicemia do receptor, nos 2 primei -
rog meses, induzindo ainda no pancreas deste, a néo—formagﬁo de
células beta. Apos esse periodo, o orgao enmxertado regride e, nes
ta altura, o pﬁncreas do animal receptor j5 esta apfo a produzir
sua propria insulina em tal quantidade, que a normalizacgao da gli
cemia nao e afetada.

LEE, CHANDLER, KRUBEL, NAKAJI, ROSEN e ORLOFF (
1971) e REEMTSMA (1970), em transplantes de pancreas total de ra-
tos de mesma linhagem, com anastomoses vasculares e drenagem dos
produtos exocrinos, obtiveram sucesso em periodos de ate 6 meses,
com corregao do nivel glicemico.

Na literatura também constam algumas tentativas de
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transplantes heterogenos, e como exemplo, podemos citar as expe -
riencias de PEPPIN, ET(Q, HOWARD e PAIRENT (1968) e de REEMTSMA (
1970). Os primeiros transplantaram pancreas fibrosado de carneiro
em caes diabéticos, observando que apesar de medidaszimunOSSuprei
soras, a rejeicao ocorria em poucos minutos apos o teérmino das
anastomoses vasculares. O <egurnl: transplantou em ratos diabeti -
cos, tecido pancreatico enddocrino de peixe, dentro de camaras de
poros microscopicos, observando queda do nivel glicemico para va-
lores normais ou mesmo abaixo do normal em 85 dos 135 receptores,
tendo inclusive, 14 desses 85 animais, morrido em hipoglicemia.

Transplantes de pEncreas na especie humana, somente
foram executados a partir de 1966, e MERKEL (1971), relacionou na
da menos que 24 operacoes deste tipo. Os resultados nao foram ani
madores, pois todos os receptores morreram ou voltaram a tomar a
mesma dose de insulina dentro de 1 ano.

Um dos receptores morreu apas 11 meses, em acidente
automobilistico, mantendo-se ate aquela data, normoglicemico.

Segundo MERKEL (1971), o transplante de pancreas
tem sido indicado principalmente nos casos de diabetes juvenil
quando problemas renais parecem ser mais agudos e, nao raro, §ao
necessarios enxertos de pancreas e de rim ao ﬁesmo tempo,

0s enxertos realizados ate 1971 foram executados
com ou sem drenagem externa da secregao exocrina. Quase todos fo-
ra do sistema porta—hepatico e, embora a maioria tenha sido do ti
po pancreatico-duodenal, usaram-se os vasos iliacos para suprimen
to e drenagem sanguinea.

Mais recentemente, GLIEDMAN, ROSS, SOBERMAN, ZARDAY,
TELLIS, FREED e VEITH (1973), em transplantes humanos obtiveram

- - 111
sucessos por perlodos malis prolongados utilizando os ureteres pa-
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ra a drenagem dos produtos exocrinos e, verificaram apos 12 meses
gue 0s ureteres usados nao apresentavam danos aparentes.

Em 1965, MOSKALEWSKI introduziu um novo metodo de
isolamento de ilhotas de Langerhans, atraves da incubagao de frag
mentos de pEncreas com colagenase, que foi aperfeigoado por LACY
e KOSTIANOVSKY em 1967, acelera.do o isolamento, atraves de sedi-
mentagoes sucessivas do material incubado.

Esse metodo possibilitou a MOSKALEWSKI (1969) ,
transplantar ilhotas de Langerhans em ccbaias normais observando
a vigbilidade das mesmas.

Em virtude disso, no presente trabalho pretende-
mos verificar se ilhotas isoladas em grande numero pelo método da
colagenase e transplantadas para ratos previamente tornados diabé
ticos por aloxana, podem sobreviver e corrigir a hiperglicemia

dos animais receptores,



MATERIAL E METODO

ANIMAIS

Foram utilizados 472 ratos (Rattus norvegicus, albi
nus, Wistar) de ambos os sexos com 2 a 24 meses de idade, pesando
entre 100 e 380 gramas, mantidos antes e durante o periodo de ex~-
perimentacao com racao balanceada padrao e agua "ad libitum" e,

distribuidos em 3 grupos: (Tabela 1).
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TABELA 1
GRUPOS SUB-GRUPOQOS N@ RATOS
A - Doadores —_— 408
i - Receptores _—_ 15
1 - NORMAIS 10
C - Testemunhos 2 - pIABETICOS 16
(nao opera- 3 - DIABETICOS TRATADOS COM 14
dos)
INSULINA
1 - NORMAIS 3
D - Testemunhos 2 - DIABETICOS 3
irurgi '
(cirurgia 3 - DIABETICOS TRATADOS COM 3
simulada)
INSULINA
DOADCRES - (Grupo A) - 408 ratos de ambos os SexXos, pesando entre

100 e 300 gramas. Cada animal era sacrificado por concussaoc cere-
bral, decapitado para sangria e toracolaparotomizado. A aorta foi
canulada abaixo das artérias renais e ligada acima do diafragma
Atraves dessa canula, injetou-se lentamente 20 a 40 ml de verme--
lho neutro (1: 15.000 em 0,15 M NaCl), com a finalidade de <c¢orar
as ilhotas de Langerhans (BENSLEY, 1911).

Em seguida o duto biliar comum foi canulado proximo

ao hilo do figado e ligado na porcao distal adjacente ao duodeno.
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Injetou=-se lenta e continuamente 10 a 12 wml de solu
¢ao de ltanks* que, fluindo atraves dos dutos pancreaticos, intume
ceu ao maximo todo o tecido acinoso promovendo assim sua divul =-=
$ao0.

0 pancreas fol retirado, eliminando-se cuidadosamen
te os nodulos linfaticos bem -»mo . tecido adiposc e, com uma te-
soura, reduzido a pequenos fragmentos. A seguir, o material foi
lsvado 3 vezes em solugao de Hanks, com a finalidade de remover

as enzimas pancreaticas, possivelmente liberadas durante a frag--

mentagao.

Isolamento das Ilhotas de Langerhans

Em média, 5 pancreas preparados de acordo com a des
cricao acima, foram incubados em solugao de Hanks (8 ml) contendo
colagenase numa proporcao de 10 mg/ml (Colagenase 125 a 200 unida
des/mg)**, a 379C durante um periodo de 13 + 3 minutos, de acor-
do com o tamanho das particulas e a quantidade de tecido incuba=--
do. Durante a incubagao o material foi agitado continuamente por
um bastao de vidro conectado a um agitador (Eastern-Stirrer mo=-

del 4}, 300 a 400 r.p.m.

Em seguida, por meio de uma seringa de 20 ml, sem
agulha, o material foi aspirado e ejetado varias vezes no inte-
rior do recipiente de incubagao para, mecanicamente, isolar de

vez as ilhotas de Langerhans do tecido exocrino. Apos a realiza--
¢ao desta etapa, o material foi passado atraves de uma peneira

de malha 40 (420 micra) para eliminacao dos fragmentos maiores e

* solucao preparada segundo PENSO e BALDUCCI, 1963.

#% Sigma Chemical Company.
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lavado 6 vezes em solucao de llanks para remocao da colagenase e
das enzimas pancreaticas liberadas durante a incubacao e ressus -

pensoes,

Prossepuindo, o material foi centrifupado em 4 tu

bos de 50 ml durante 2 minutos a 800 g. Cada tubo continha solu
coes de Ficoll* em concentracoes e volumes diferentes, constituin
do 3 fases: a primeira fase, 5 ml a 9%; a segunda, 15 m] a 13,5 %
e a terceira 10 ml a 26%. Apos a centrifugagﬁo, a grande wmaioria
das ilhotas (B80%) e pequena parte do tecido exocrino depositou-se
na interfase 13,5-267 e a maior parte do mesmo, juntamente com al
gumas ilhotas, depositou-se no fundo dos tubos e foi rejeitada.
Com auxilio de uma seringa e agulha de grosso calibre (70/20), o
material da interfase (13,5-26%) foi colhido por aspiragao e depo
sitado em placa de Petri, contendo 5 a 10 ml de solugcao de Hanks,
As ilhotas foram coletadas, sob lupa, com aumento
de 10 ou 20 vezes por meio de uma seringa de 3 ml, ligada a um tu
bo de polietileno n? 10 e, transferidas para outro frasco conten-
do solucao de Hanks. Cada pancreas forneceu em media 200 ilhotas.
Exceto as operagoes de incubacao e centrifugacao ,

todas as demais foram realizadas a baixa temperatura (+ 49C).

REGEPTORES - (Grupo B) -~ 15 ratos machos, sendo 14 jovens de 2 a
4 meées de idade, pesando entre 140 e 260 gramas e 1 adulto pesan
do 380 gramas, previamente tornados diabeticos pela administracao
intraperitoneal de aloxana** (140 mg/Kg de peso), apos jejum de
24 horas. Para prevenir possiveis hipoglicemias, deixou-se a dis-
posicao dos animais uma solucao de agua e acucar, durante as pri-
meiras horas apos a administragao de aloxana.

* Fiecoll (Sigma): polfmero nao ionico da sacarose, PM= 400.000.

*% Monohidrato de aloxana — Carlo Erba.
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Em 13 ratos deste grupo, os transplantes foram rea-
lizados em areas drenadas pelo sistema porta hepatico sendo: 8 no
mesenterio, 3 no mesenterio e bago concomitantemente, 1 no bago e
] no pancreas. Esses animais foram anestesiados com eter e laparo
tomizados atraves de uma incisao mediana, dissecgao dos planos
para acesso as areas receptoras, abrindo-se sempre a cavidade pe-
ritonial.

Apenas 2 ratos receberam enxertos fora do sistema
porta hepatico. Um deles nos testiculos e o outro na parede abdo-
minal, cujas areas receptoras foram preparadas atraves de incisao
da pele para exposicao do testiculo e do tecido muscular.

A preparacao do animal receptor foi feita nos minu-
tos finais do periodo de coleta das ilhotas e, estas foram rapida
mente transplantadas para o mesmo, em suspensao na solugao de
Hanks em que se encontravam, por injegEo com uma seringa de 3 ml
e agulha n? 10/5.

Cada receptor foi submetido a 3, 4 ou 5 operagoes ,
realizadas a intervalos regulares de 3 a 5 dias, até que fosse en
xertado o numero de ilhotas pré-estabelecido.

Todos os ratos desse grupo foram tratados com doses
diirias de insulina durante o pré e pos—operatorio imediato, pe-

riodo esse de aproximadamente 18 dias.

TESTEMUNHOS -~ {(Grupos C e D) -~ 49 animais distribuidos de acordo

com a tabela 1. 0s ratos testemunhos dos sub—grupos €C-2, C-3, D -

2 ¢ D-3 foram tornados diabéticos segundo a teécnica descrita para

os animais receptores.

Os animais do grupo D (cirurgia simulada) foram sub

metidos a igual numero de intervencgcoes que os ratos enxertados
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e, ao invés de ilhotas, receberam pequenos fragmentos de pancreas
exocrino ou de tecido muscular

As intervengoes cirurgicas realizadas nos animais
doadores, receptores e testemunhos {(cirurgia simulada), bem como
todos o0s passos necessarios para o isolamento das ilhotas, foram
executados assepticamente.

Com excessao dos animais doadores, todos os ratos
tiveram seu peso e sua glicemia avaliados em intervalos regulares
de 3 a 5 dias durante 45 a 90 dias. O consumo diario de ragao foi
avaliado em todos os ratos dos sub-grupos C-1, D-1, D-2 e D=3 e,
em 50% dos ratos dos sub-grupos C-2 e C-3 e do grupo B.

Para dosagem da glicemia empregou-se a micro-~tecni-
ca de SOMOGYI-NELSON (1952), onde 0,053 ml de sangue eram retira-
dos da ponta da cauda do animal, previamente anestesiado com
eter.

Para o grupo receptor e todos os sub-grupos testemu
nhos diabaticos utilizamos somente ratos com glicemia superior a
350 mgZ. A insulina exogena tambem foi administrada nos sub-gru--
pos testemunhos C-3 e D-3 a semelhanca dos ratos receptores e, es§
te tratamento consistiu de injegoes diarias de insulina (Lilly
NPH 40 unidades), numa proporgao de 2,5 a 20 unidades por Kg de

peso.

HISTOLOGTA

Os animais receptores foram sacrificados a partir
do 15¢, 200, 300, 409, 500 e 609 dia apos suspensao do tratamento
insulinico efou transplante. Rapidamente, as areas receptoras ,

bem como o pancreas do animal receptor, eram retirados e fixados
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em formol a 10%. Para a confecgao das laminas, seguiu-se a rotina
histologica da inclusao em parafina. As pegas foram cortadas em
serie na espessura de 5 micra e coradas com aldeido~fuesina (GOMO
RI, 1950 ou CAMERON e STEELE, 1959), ou hematoxilina eosina.

Para o estudo das condicoes morfologicas das ilho -
tas apos o isolamento e antes Ao tronsplante, algumas foram fixa-
das em formol a 10% e preparadas segundo a tecnica descrita aci--
ma. Para evitar a perda das ilhotas na sua passagem pelas varias

etapas, elas foram coradas levemente com eosina (5 segundos) du--

rante a desidratqgao.

CALCULOS

Tabulagao

A tabulacao dos dados obtidos com as dosagens reali
zadas a intervalos regulares (3 a 5 dias), referiu-se as seguin -
tes variaveis:

19) peso do animal,

29) dia de dosagem,

3¢) glicemia e

49) consumo de ragao.

Dividimos o periodo de observagaoc dos animais con--
troles e enxertados, em 3 fases.

A primeira compreende o espago desde o inicio das
observagoes (19 ponto) ate o dia anterior ao do tratamento insuli
nico e/ou tramnsplante.

A segunda, inclui o altimo ponto da primeira fase e
vai ate .0 ultimo dia do tratamento insulinico e/ou transplante.

A terceira fase abrange o periodo entre o ultimo
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dia (ponto) da segunda fase e o dia do sacrificio dos animais ;
15, 20, 30, 40, 50 ou 60 dias, apos o termino do tratamento insu-
linico e/ou transplante.

A seguir, os dados foram transferidos para cartoes
1BM e processados em um computador (IBM 1130, 32K, 5 unidades de
disco IBM Corporation, Data Prucessing Division), do Centro de

Computagao da UNICAMP.

Tratamento Estatistico

Calculou~se as medias de peso, consumo e glicemia
para as 3 fases, utilizando-se para analisar as diferengas entre
as méedias destas fases, a tecnica de pOpulaQEO correlata, uma vez
que cada uma pode ser considerada controle das outras duas.

Usou-se o calculo de regressao, principalmente para
exprimir as relagoes Peso e Consumo em funcao do dia, isto porque

pudemos utilizar as seguintes relagoes:

P= A + bP . D e

C= A1+ bC . D

onde
P = Peso
€ = Consumo
A = Constante Linear
D = Dia
b = Coeficiente de Regressao
Na avaliagcao da significancia estatistica usou-se
para as fungBeSao teste de correlagao e, para as medias e os coe-
ficientes de regressao, o teste t de Student, admitindo-se neste

caso niveis de significancia entre 10 e 5%.



RESULTADOS

Nas tabelas 2, 3 e 4, podé-se observar os resulta -
dos de todos os grupos e sub-grupos analisados em relagao as tres
fases, no que diz respeito as médias de peso, glicemia e consumo
de alimento, bem como os coeficientes de correlagao das funcoes
PESO/DIA e CONSUMO/DIA. Pode-se observar ainda o numero de ratos
utilizados em cada grupo ou sub-grupo e o numero de obitos em ca-

da fase durante o periodo de experimentagao.
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GRUPO B - RECEPTORES

Todos os ratos deste grupo apresentaram -bom estado
geral durante a segunda e terceira fase do periodo de experimenta
gao, nao ocorrendo nenhum obito.

A quantidade média de insulina administrada diaria-
mente em cada rato, durante a segunda fase foi de aproximadamente
9,5 unidades/Kg de peso.

0s pesos medios foram significativamente diferentes
nas tres fases e, a fungﬁo PESO/DIA, nas fases segunda e tercei -

ra, foli traduzida pelas retas:

D+ {( =52 + 17 ) D+ ( =71 + 52 )
P = - ¢ p. = = .

( 0,402 + 0,078 ) 3 (0,492 + 0,219 )

Estas duas retas sao coincidentes indicando que os animais ganha-
ram peso na mesma proporgaoc nas duas fases.

A glicemia apresentou queda acentuada na segunda fa
se. Na terceira estabiliiou—se, mantendo-se nos niveis alcangados
na anterior. As diferencas foram significativas somente entre a

primeira e as duas fases subsequentes.
A fungao CONSUMO/DIA, neste grupo foi avaliada em

7 ratos, sendo representada na primeira fase pela reta:

D+ ( 4,89 + 1,0 )

Ca
( 1,32 + 0,09 )

e o consumo medio foi ligeiramente menor na segunda fase. No gra-
fico 1 estao representadas as medias de peso, glicemia e consumo
do grupo B durante o periodo de experimentagao.

O0s resultados dos animais receptores estdao agrupa--



GRUPO

B - RECEPTORES

MEDIA

NO DE | FASES MEDIA MEDTA N9 DE [COEF. CORR.|COEF. CORR.
RATOS PESO GLICEMIA CONSUMO OBITOS PESO/DIA CONSUMO/DIA
(g) (mgZ) (g/dia)
; ia. 182 + 14% | 372 + 9 [21,3 + 1,3 - - 0902
15 2a. 204 + 11 352 + 18 [21,7 + 1,5 - 0731 -
RECEPTORES 3a. 225 + 10 319 + 22 [22,9 + 1,2 - 0821 -
o1 la, 163 + 12 362 + 15 21,8 + 1,4 - - -
7 2a. 196 + 10 284 + 13 21,0 + 1,7 - 0817 -
RECEPTORES 3a. | 229 + 9 | 249 + 11 |21,6 + 1,3 | - 0945 -
- la. 204 + 31 380 + 12 |21,0 + 1,0 - - -
8 2a. 212 + 27 392 + 22 | 21,0 + 1,2 - - -
RECEFTORES 3a. 222 + 23 413 + 16 [23,4 + 1,5 - - -

(*) - Desvioc padrao

da media,
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dos na tabela 2. Ac exame desta tabela, observa-se uma divisao
deste grupo em dois sub-grupos Bl e B2’ assim distribuidos, de

acordo com os resultados obtidos na corregao da glicemia.

Sub-Grupo B-1 - (Grafico 2) - Neste sub-grupo, 0s pesos medios fo

ram diferentes nas tres fas.., auaentando consideravelmente nas
fases dols e tres. Nestas, a fungao PESO/DIA foi traduzida pelas

retas:

P+ ( 49 *+ 15 ) o D+ ( 155 + 33 )

( 0,363 + 0,49 ) ( 6,895 + 0,139 )
diferentes entre si, indicando maior ganho de peso na segunda fa-
se,

A glicemia media foi significativamente diferente
nas tres fases, diminuindo na segunda e cainde ainda mais na ter-

»

celra.

0 consumo avaliado em somente 3 dos ratos, apresen-
r ~ - . . r . - .
tou variagoes sensivels, pols, diminuiu consideravelmente na se-
gunda fase, subindo novamente na terceira, sem entretanto voltar

aos valores da primeira.

Sub-Grupo B-2 - (Grafico 3) - As medias dos pesos foram semelhan-

tes nas tres fases ocorrendo o mesmo com a glicemia que tambam
nao variou. Neste sub-grupo, o consume fol analisado em 4 ratos ,
e estes animais tiveram seu consumo diminuido na segunda fase, re

tornando na terceira aos valores da primeira,

GRUPO € -~ TESTEMUNHOS - (NKO OPERADOS)

Sub-Grupo C-1 - Normais (Tabela 3) - Todos os animais apresenta-
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Grafico 1 - Grupo B (Receptores): Medias de peso, glicemia e con

sumo, antes, durante e depois da realizacao dos transplantes
de ilhotas de Langerhans e do tratamento insulinico. O des -
vio padrao de cada média esta representado pelas barras ver-

ticais.
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Grafico 2 - Sub-grupo B-1 (Receptores): Medias de peso, glicemia
e consumo, antes, durante e depols da realizacao dos trans -
plantes de ilhotas de Langerhans e do tratamento insulinico.
O desvio padrao de cada média esta representado pelas bharras

verticails.
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Grafico 3 - Sub-grupo B-2 (Receptores): Medias de peso, glicemia

e consumo, antes, durante e depois da realizacao dos trans -
plantes de ilhotas de Langerhans e do tratamento insulinico.
0 desvio padrao de cada media esta representado pelas harras

verticals.



TESTEMUNHOS - NAO OPERADOS

N¢ DE FASES MEDIA MEDIA MEDIA X2 DE |COEF. CORR. {COEF. CORR.
RATOS PESO GLICEMIA CONSUMO | OBITOS | PESO/DIA |CONSUMO/DIA
(g) (mgZ) (g/dia)
c-1 la. 229 + 6% 96 + 1,2 | 18,0 + 1,4 - 0960 -
| 10 2a. 256 + 6 99 + 1,4 | 18,4 + 1,4 - 0911 -
NORMAIS
’ 3a. 292 + 7 102 + 1,3 [19,0 + 1,3 - 0971 -
la. 163 + 6 423 + 14 {22,7 + 0,8) - - 0940
c-2 - = -
16 2a, 154 + 6 495 + 15 | 23,3 + 0,7 - - 0851
DIABETICOS la. 157 + 7 472 + 15 [25,3 + 0,8 8 N -
la. 162 + 8 401 + 7 [21,0 + 1,0 - - 0938
c-3 = - -
14 2a. 190 + 9 370 # 17 21,2 + 1,0 - 0947 0951
DIABETICOS 3a. 194 + 9 422 + 12 | 23,6 + 1,0 2 - -
TRATADOS

(*) - Desvio padrao da media.
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ram bom aspecto durante os 90 dias do periodo de experimentacﬁn ,

nao ocorrendo nenhum ohito durante o mesmo, A funggo PESO/DTA po-

de ser traduzida pelas equagous:

D+ (-234 + 97) D+ (-159 + 21) D+ (252 + 25)
P.= * })‘J= — e P3=
(1,035 + 0,409) S (0,736 + 0,091)

(1,093 + 0,144)’
representando respectivamente a primeira, segunda e terceira fa-
se.

As rTetas Pl e PS sao coincidentes e, a P2 apresenta
maior inclinacao, indicando que os ratos tiveram maior ganho de
peso durante a segunda fase.

0 peso aumentou, sendo significativas as diferengas

entre as tres fases, o que nmaop aconteceu com as medias de glice -

mia e conmsumo que Se mantiveram constantes (Grafico 4).

Sub-Grupo C-2 - Diabaticos - (Tabela 3) - O estado geral apresen-

tado pela maioria dos animais deste sub-grupo, declinou conside -
ravelmente com o decorrer da experimentagao.

Apos o 459 dia, a maioria apresentou profundo esta-
do de caquexia e o numero de obitos foi elevado (50Z). A mortali
dade restringiu-~se aos animais que apresentaram peso menor no ini
cio da experimentagao, cujo comportamento ¢ destacado no grafi =--
co 5.

A tabela 3 mostra os resultados da analise do grupo
como um tode. Pode ser observado que, guanto ao peso, houve dife-
renca significativa somente entre a primeira e segunda fase, com
os animais perdendo peso durante esta Ultima, para estabilizar-se
na terceira.

A glicemia variou nas tres fases, aumentando na se-

. - . o . * - .
guinda e estabilizando-se na terceira em niveis ligeiramente mails
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baixos. O consumo medio tambem variou, apresentando oOs maiores va
lores durante a terceira fase.
A fungao CONSUMO/DIA, para a primeira e segunda fa-

se pode ser expressa pelas retas:

p+ ( 3,425 + 0,26 ) D+ ( -17,2 * 0,78 )
Cl= e C,=
( 1,29 + 0,05) ( 1,19 * 0,02 )

que sao diferentes entre si, evidenciando maior consumo diario na

segunda fase (Grafico 5).

Sub-Grupo €C-3 - Diabéticos Tratados - (Tabela 3) - Durante o tra-

tamento insulinico observou-se sensivel melhora do estado geral .
A quantidade media de insulina administrada diariamente para cada

rato foi de 15 unidades/Kg.

As medias do peso variaram, sendo significativa a
diferenga entre a primeira e as outras duas fases. Esses animais
perderam peso na primeira, ganharam na segunda e estabilizaram-se

na terceira. Na segunda fase, a funcao PESO/DIA foi representada

pela reta:

D+ ( 23 + 3 )

P=
( 0,255 + 0,018 )

A glicemia média caiu na segunda fase, sendo esta -
tisticamente diferente das observadas na primeira e terceira. 0
consumo, aferido somente em 7 ratos, foi semelhante entre a pri -
meira e segunda fase, porem diferente entre a terceira e as ante-
riores. Na ultima fase o consumo foi maior. A funcao CONSUMO/DIA,

para as primeira e segunda fases, foram traduzidas pelas equacoes:

D+ ( 4,35 + 0,46 ) p+ ( -31,53 + 3,3 )

( 1,73 + 0,16 ) ( 2,16 + 0,17 )
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Grafico 4 - Sub-grupo C-1 (Testemunhos normais - nao operados):
Madias de peso, glicemia e consumo durante o© periodo de expe

rimentacdo. O desvio padrao de cada media esta representado

pelas barras verticais.
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frafico 5 - Sub-grupo C-2 (Testemunhos diabeticos - nao opera-
dos): Médias de peso, glicemia e consumo, antes e depois da
administracao da aloxana.
(—-—) animais que apresentaram maior peso inicial.
(......) animais que apresentaram menor peso inicial e que
morreram apos o 500 dia. O desvio padrao de cada media esta

representado pelas barras verticais.
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Grafico 6 - Sub=-grupo C-3 (Testemunhos diabéticos - nao operados
e tratados com insulina): Médias de peso, glicemia ¢ consumo,
antes, durante e depois do tratamento insulinico. O desvio pa

drio de cada média estd representado pelas barras verticais.



TESTEMUNHOS -~ CIRURGIA SIMULADA

N® DE | FASES | MEDraA MEDIA MEDTIA NO DE [COEF. CORR.|
RATOS PESO GLICEMIA | CONSUMO  |GBITOS | PESO/DIA
(8) (mgZ) (g/dia)
-1 la. |233 +0,2%| 110 + 2,9 | 20,1 + 0,7 - 0970
3 2a. | 253 + 2,4 [ 124 % 9,6 | 20,2 + 0,8] - .
NORMAILS 3a. 293 + 4,0 [100 +5,5 | 19,5 + 0,7/ - 0957
- ta. |185+ 9 |375 +15 | 22,4+ 1,2 - -
3 2a. [170 # 10 | 457 + 19 | 25,4 + 2,0] - -
DIABETICOS 3a. 163+ 7 | 452 x40 | 25,8+ 2,8 1 -
o3 la. |179 » 13 {431 + 10 | 22,2 + 1,5| - -
3 2a. | 182 + 13 | 353 + s | 22,2+ 1,5 - -
DIABETICOS
TRATADOS 3a. (187 + 6 413+ 4 | 24,4+ 1,6| 1 -
A

(#) -~ Desvio padrao da media.
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n3o coincidentes, que mostraram maior consumo diario para a pri -
meira fase. Os valores medios do peso, glicemia e consumo estao

representados no grafico 6 .

CRUPO D - TESTEMUNHOS - (CIRURGIA SIMULADA)

Sub-Grupo Db-1 - Normais =- (Tabela 4) ~ Neste sub-grupo as medias

dos pesos foram significativamente diferentes entre si. Os ratos
cresceram nas tres fases, porem observa-se otimos coeficientes de
correlagﬁo apenas na primeira e terceira fase, indicando que o
crescimentc desses animals fol satisfatorio nestas duas. A glice-
mia apresentou diferenca significativa apenas entre a segunda e
terceira fase, enquanto que © consumo nao variou. 0Os ratos deste
grupo apresentaram aspecto normal, mesmo durante a segunda fase

(Grafico 7).

Sub-Grupo D-2 - Diabeticos — (Tabela 4) - Esses animais apresenta

ram mau aspecto geral durante todo o tempo de experimentacao prin
cipalmente na segunda fase. Ocorreu um ohito no 509 dia de expe -
riéncia. A perda de peso neste grupo fol significativa nas tres
fases, a glicemia média nao variou, o mesmo ocorrendo com o consu

me {(Grafico 8).

Sub-Grupo D=3 -~ biabaticos Tratados - (Tabela 4) — 0O estado peral

dos animais desse sub-grupo foi identico ao do sub-grupo anterior,
melhorando contudo na segunda fase durante o tratamento insulini-
co. Na terceira fase, estes ratos novamente apresentaram mau esta
do geral, ocorrendo um 5bito no 209 dia apos a suspensao do trata

- - +
mento iasulinico.
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As medias dos pesos foram semelhantes, enquanto que
a glicemia variou significativamente, caindo na segunda fase e
voltando novamente a valores elevados na terceira (Grafico 9).

0 consumo nao variou, e a quantidade de insulina ad
mistrada diariamente para cada rato foi em media de 10,0 unida

des/Kg (Grafico 9).

HISTOLOGIA

Pancreas normal - Na foto numero 1, podemos ver uma ilhota de um

rato normal, exibindo os capilares hem abertos e as celulas intac

. . - - -~ .
tas com suas granulacoes citoplasmaticas caracteristicas.

S

1o 3

&

FOTO 1 - Pancreas normal: A, capilares:; B, granulagaes citoplasmé

ticas das celulas beta (Aldeido-Fucsina 1500 x).

Pancreas dos receptores - Ao exame histologico dos pancreas dos

animais receptores, podemos observar que as ilhotas invariavelmen

te estao lesadas e, quando coradas com aldeido-fucsina, que as
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Grafico 7 - Sub-grupo D-1 (Testemunhos normais - cirurgia simula-
da): Medias de peso, glicemia e consumo, antes, durante e de-
pois das cirurgias simuladas quando foram transplantados frag
mentos de tecido pancreatico exoerino ou de tecido muscular.
0 desvio padrao de cada media esta representado pelas barras

verticails.
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Grafico 8 - Sub-grupo D-2 (Testemunhos diabeticos - cirurgia si-

mulada): Médias de peso, glicemia e consumo, antes, duvrante

e depois do periodo das cirurgias simuladas quando foram
transplantados fragmentos de tecido pancreatico exodcrino ou
de tecido muscular. O desvio padrao de cada média esta repre

sentado pelas barras verticais.
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Grafico 9 - Sub-grupo P-3 (Testemunhos diabeticoes - cirurgia simu

lada, tratados com insulina): Medias de peso, glicemia e con-
sumo, antes, durante e depois do periodo de cirurgias simula-
das quando foram transplantados fragmentos de tecido pancrea-
tico e ocrino ou de tecido muscular. 0 desvio padrao de cada

media esta representado pelas harras verticais.
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granulacoes do citoplasma das celulas beta estao ausentes. Apenas
em algumas ilhotas desses animais, observa-se esporadicamente ce-
lulas com granulacoes no citoplasma, tenham ou nao apresentado

corregao de sua glicemia, como podemos observar na foto 2.

FOTO 2 - Pancreas de um animal receptor: A, celula beta com cito-

plasma apresentando granulagaes (Aldeido-Fucsina 900 x).

Ilhotas isoladas - Ao exame das ilhotas isoladas pelo metodo da

colagenase, podemos observar que elas se apresentam sob forma es-
ferica ou mesmo ovalada. Poucas exibem na periferia, pequenas por
coes de tecido exocrino nao separadas durante o isolamento. As
ilhotas mostram seus capilares bem abertos e as lesoes na perife-
ria, quando presentes, sao muito reduzidas (foto 3).

Coradas com hematoxilina eosina, exibem os nucleos

das celulas Integros e, com aldeido-fucsina, mostram intensa gra-

nulagao do citoplasma.
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FOTO 3 - Ilhota isolada: A, capilares; B, granulagaes das celulas

beta; C, lesoes na periferia (Aldeido-Fucsina 1800 x).

Ilhotas transplantadas - Os exames histologicos do mesenterio de

receptores sacrificados apos 15 dias do ultimo transplante, reve-
lam a presenga de ilhotas, notando-se que os tecidos adjacentes
as mesmas, nao apresentam alteragoes reaciénais conforme se veri-
fica na foto numero 4. Em algumas areas, porem distantes das ilho
tas, houve aparentemente aumento do numero de macrofagos.

Na ilhota da foto numero 4, notam-se alem de suas
celulas comuns, a presenca de uma hemacia dentro de um dos capila
res, cortado transversalmente, indicando possivel revasculariza -
cao.

Na foto numero 5, uma ilhota transplantada e corada
com aldeido-fucsina, exibe suas celulas beta com abundante granu-

lagao no citoplasma.
Examinando o restante do material, nao encontramos
as ilhotas transplantadas e nem sinais que pudessem indicar a ab-

sorcao do material enxertado.
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FOTO 4 - Ilhota transplantada no mesenterio (15 dias): A, capilar

contendo hemacia (Hematoxilina Eosina 1200 x).

FOTO 5 - Tlhota transplantada no mesenterio (15 dias): A, granula

coes citoplasmaticas (Aldeido-Fucsina 1800 x).



NISCUSSAO

Ja nos referimos na introdugEo do presente traha-
lho, que inumeros autores tentaram o transplante de pancreas to-
tal ou parcial, realizando as anastomoses vasculares necessarias
entre o orgao enxertado e o animal receptor, sem contudo obter su
cesso permanente (MINKOWSKI, 1892; GAYET e GUILLAUMIE, 1927; HOUS
SAY et alii, 1929; REEMTSMA et alii, 1963).

A criacao de fistulas para drenagem dos produtos
ex5erinos (SIMARD, 1945; DE JODE e HOWARD, 1962 e GRENIER et alii,
1968) ou mesmo a atrofia prévia do tecide acinoso (REEMTSMA et

alii, 1964) aumentaram muito pouco a sobrevivencia dos enxertos.
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Com a mesma finalidade, tambem foram executados
transplantes de pancreas de feto ou de recém-nascido, em varias
espécies animais (GONET, 1961; DU BOIS e GONET, 1961; GONET e RE-
NOLD, 1965; HOUSE et alii 1958; HOUSE et alii, 1961; PANSKI et
alii, 1963; HOUSE et alii, 1965 e 5AK et alii, 1966).

Dentre todas as experiencias relatadas, poucas obtl
veram exito permanente e, dentre estas, a maior parte ocorreu com
os transplantes de tecidos jovens, confirmando as observagoes de
BROWNING , (1949), ANDRESEN, MONROE e HASS (1952) e MAY (1957) )
que a probabilidade de éxito de um transplante esta diretamente
relacionada com a idade do doador, confirmando igualmente as expe
ricncias de DAMERON (1950) e WODRUFF (1952) que os transplantes
de tecidos endocrinos para receptores carentes dos mesmos, apre -
sentam maiores probabilidades de sucesso.

Com excessao dos transplantes de pancreas de feto e
de recem-nascidos, em animais de pequeno porte, todos os cutros
necessitam de anastomoses vasculares. Neste particular, reside um
dos grandes problemas dos enxertos de Ergﬁos, pois, segundo ELLEN
BOCEN et alii (1968), deve-se tomar cuidado todo especial com os
vasos a serem anastomosados principalmente quanto ao calibre des-
tes, porque a perfeita adaptagac do leitec vascular do orgao emxer
tado ao caudal sanguineo, & fundamental para que nao ocorram trom

boses.

A introdugao por MOSKALEWSKI (1965) de um método ,
empregando a colagenase, possibilitou o isolamento de um numero
razoavelmente grande de ilhotas e, a posterior.comprovagao de que
ilhotas isoladas dessa maneira podem secretar insulina "in vitro",
abriram novas perspectivas no campo dos transplantes do pancreas

endoerino (LACY e KOSTIANOVSKY, 1967 e MALAISSE et alii, 1967).
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Em 1969, MOSKALEWSKI enxertou ilhotas isoladas por
esse método em musculos, pﬁncreas, testiculos e sob a capsula re-
nal de cobaias normais, observando que apds l4 dias as ilhotas
aparentemente se encontravam em perfeitas condigoes, mostrando in
clusive abundante granulagao no citoplasma das celulas beta.

Baseados nos trabalhos de MOSKALEWSKI (1965, 1969},
propusemo-nos num estudo prévio, transplantar em ratos diabeticos
um numero razoavelmente grande de ilhotas isoladas pelo metodo da
colagenase, e verificar se essas ilhotas podiam sobreviver e cor-
rigir o diabetes induzido no receptor.

0 matodo de isolamento por incubacao de fragmentos
de pancreas com colagenase, permite separaggo de um grande numero
de ilhotas, em periodo relativamente curto, quando comparado com
o método de microdissecgao proposto por HELLERSTROM (1964).

Entretanto, mesmo permitindo o isolamento de muitas
ilhotas (200 em média de cada pancreas), nossas dificuldades ini -
ciais foram enormes, visto que, de acordo com o planejamento ini-
cial, o numero de ilhotas a ser transplantado era pelo menos 10
vezes maior,

Em 1970, GERNER et alii introduziram mo metodo, a
centrifugagao do material incubado em meios descontinuos de Fi-
coll e, apds algumas modificagoes deste metodo, passamos a utili-
za-lo, trabalhando com um numero maior de doadores, o que nos pos
sibilitou isolar um numero muito maior de ilhotas em tempo bastan
te reduzido. |

0 Ficoll, por seu alto peso molecular e pelo reduzi
do tempo de contato, praticamente nao interfere os -
moticamente sobre as celulas das ilhotas e, por nao produzir efei

tos toxicos, passou a ser usado também por outros pesquisadores
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em substituicao a tecnica dos meios descontinuos de glicose, em -
pregada por LACY E KOSTIANOVSKY (1967).

0 processo de centrifugagao provavelmente nao pro -
duz lesoes nas ilhotas, visto que, quando colacadas em meios con-
tendo concentragoes crescentes de glicose, secretam insulina tam-
bém em quantidades crescentes {(GERNLR et alii, 1970). Atraves do
estudo histologico de ilhotas isoladas, tambam nao constatamos le
soes, a ndo ser na periferia das mesmas, representadas por peque=
nas desagregagoes, muito provavelmente causadas pela agao da cola
genase, como refere MOSKALEWSKI (1965).

Confirmando essas Observagoes, mais recentemente
LEONARD, LAZAROW e HEGRE {1973), centrifugaram ilhotas a 1300 rpm
sem provocar lesoes evidentes.

No presente trabalho, conseguimos isolar as ilhotas
por centrifugacao empregando uma aceleragao de 800 g durante 3 mi
nutos, enquanto que GERNER et alii (1970), usaram 1000 g.por 15
minutos. Devido a redugao da aceleragao e do tempo, acreditamos
ter reduzido os riscos de danos para as ilhotas que o metodo pro-
vavelmente oferece,

As lesoes na periferia das ilhotas foram evitadas ,
em grande parte, quando reduzimos o tempo de incubagao de 35 a
45 minutos (MOSKALEWSKI, 1965) para 13 + 3 minutos. Entretanto ,
reduzindo~se o periodo de incubagao, torna-se imperativo suspen -
der o material incubado varias vezes, para que as ilhotas fiquem

totalmente separadas do tecido exocrino.

Apos as primeiras coletas, com a experiencia adqui-
rida, a identificagao das ilhotas tornou-se progressivamente mails
facil, o que nos levou a dispensar o uso do corante vital (verme-

lho neutro)}, reduzindo ainda mais o tempo de isolamento.
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A injeggo sob pressao de solugao de Hanks, atraves

dos dutos pancreaticos, promovendo a divulsao do tecido acinoso ,

e fundamental para a posterior digestao pela colagenase pois R
quando tentamos suprimir esta etapa, nao conseguimos separar as
ilhotas do tecido exocrino, confirmando assim as observagoes de

MOSKALEWSKI (1965).
Seguindo a sugestao de LACY e KOSTIANOVSKY (1967) ,

tentamos prolongar a sobrevivencia das i1lhotas "ex vivo", reali -

zando, exceto a incubagao, todos os demais passos do iscolamento a
baixa temperatura.
Nossa preocupacgao em reduzir ao maximo o tempo de

lsolamento coincide com a de BALLINGER e LACY (1972), que isola -
ram 400 a 600 ilhotas eﬁ 90 minutos, acreditando que para evitar
lesoes irreversiveis, o tempo de isolamento deve ser reduzido ao
maximo possivel a nao ser que novas tecnicas venham favorecer a
sua preservagao.

Essa preocupacao, em parte provem das observagoes
de MOSKALEWSKI {(1969), que comparou histologicamente ilhotas cul-
tivadas com ilhotas transplantadas em cobaias normais, encontran-—
do estas ultimas em condigoes muito melhores que as cultivadas .
Para MOSKALEWSKI (1969), as condicoes oferecidas pelo animal re -
ceptor superam qualquer meio de cultura.

No presente trabalho, acreditamos ter obtido exito
quanto aoc tempo de isolamento e ac numero de ilhotas isoladas R
pois, em 120 minutos, conseguimos isolar 1500 a 2000 ilhotas que
ao exame histologico imediato (foto 3) ou apos 15 dias no animal
receptor (fotos 4 e 5), aparentavam perfeitas condigaes.

No presente trabalho, tornamos 0S receptores diabe-

ticos atraves da aloxana, por ser a droga diabetogenica mais co -
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nhecida e porque, de acordo com os trabalhos de LAZAROW (1952)
as reversoes totais do diabetes aloxanico ao estado normal ocor -
rem somente apos 1 ano.

Para maior seguranca, apenas utilizamos ratos cuja

glicemia durante a primeira fase (% 18 dias), nunca estava abaixo

de 350 mgZ.

A obtencao do diabetes por pancreatectomia total ,
nio foi utilizada, pois segundo LUKENS (1959), dificilmente oS
animais sobrevivem, devido aos problemas colaterals da falta de

enzimas digestivas produzidas pelo pancreas exocrino,

0 tratamento insulinico, durante o periodo de trans
plante, melhorou as condigoes gerais dos receptores que passaram
a apresentar glicemias mais baixas durante o tratamento. Este, in
clusive, provavelmente protegeu as ilhotas recem enxertadas de
uma solicitacao funcional muito grande, pois inumeros pesquisado=-
res ja comprovaram "in vive" e "in vitro" que a liberagao da insu
lina para o meio, depende do nivel glicémico (GAYET e GUILLAUMIE,
1927; HOUSSAY et alii, 1929; FRIEDMAN e CADWELL, 1939; LACY et
alii, 1968; KOSTIANOVSKY et alii, 1972). Além dessa protecao, a
insulina exogena, quando empregada nos primeiros dias apos a ad -
ministracao da aloxana evita a regeneracao das celulas beta (CA -
VALLERO, 1947), o que nos permite admitir com maior seguranga que
as guedas glicemicas observadas apos os transplantes, pelo menos
nos primeiros dias, resultaram do funcionamento das ilhotas enxer
tadas.

0 sucesso ou nao dos transplantes, foi evidenciado
pelo estudo do peso, glicemia e consumo de alimento, comparando -~
se os resultados observados nos ratos receptores com aqueles dos
animais testemunhos nao operados e animais testemunhos submetidos

2 cirurgia simulada.
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Tentando reproduzir com maior fidelidade as condi -
gSes em que normalmente se encontram as ilhotas, na maioria dos
nosses transplantes, optamos por uma regiao que fosse drenada pe-
lo sistema porta hepatico, em busca de um sitio mais favoravel a
sua sobrevivencia.

FIELD (1972), observou que 40 a 50% da insulina pro
duzida pelo pancreas endocrino e retida normalmente pelo figado
e, como ja havia sido anteriormente demonstrado, este orgao & um
importante regulador da insulina na circulagao sistemica.

A correcao parcial do diabeteé foi observada em 8
dos 15 animais receptores. Dentre esses 8 ratos, /7 apresentaram
correcao durante o periodo de experimentagzo apos 0s enxertos s
que variou de 15 a 60 dias, 0 outre, mostrou corregao transitoria
por um periodo de aproximadamente 10 dias, voltando a seguir para
glicemias tao altas quanto aquelas observadas na primeira fase (
grafico 10). )

Os enxertos realizédos fora do sistema porta hepati
co (2 casos) falharam, enquanto que os executados em territorio
" portal (13 casos) foram bem sucedidos em aproximadamente 2/3 dos
animais. Nesses casos, o exito foi de 100Z (3 casos) quando se em
pregou como éreas receptoras o mesenterio e bago, concomitantemen.
te. Quanto aos insucessos, 1 ocorreu no bago, 1 no pancreas e 3
no mesenterio.

Varios fatores devem ter concorrido para os insuces
sos verificados. Dentre eles, podemos citar como mais importantes:
numero insuficiente de ilhotas (BALLINGER e LACY, 1972)e rejeigao
(RECKARD, ZIEGLER e BERKER, 1973). Nao afastamos tambem a possibi-
lidade de que lesoces nao detectadas, provocadas durante o isola -
mento das ilhotas, e ma irrigagao das mesmas nas areas utilizadas,

~

possam tambem ter contribuido. Embora no estudo histologico nao
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Grafico 10 - Representagao do peso, glicemia e consumo de um re~
ceptor, antes, durante e apos os transplantes de ilhotas no
mesentério, que aparentemente permaneceram funcionantes por

um periodo aproximado de 10 dias.
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fossem observados sinais que indicassem absorgao do material
transplantado, pode ser que isto tenha ocorrido em alguns casos ,
visto que os ratos doadores provindos de varios lahoratorios segu
ramente nao apresentavam carga genética semelhante aos recepto -
res.

Para a explicagao dos sucessos apenas parciais ,
acreditamos que o principal fator & representado pelo numero insu
ficiente de ilhotas. Porem, se RECKARD et alii (1973), em trans -
plantes isogenos de 600 a 1200 ilhotas, conseguiram corregao to -
tal do nivel glicemico, & ppovavel que muitas ilhotas por nos
transplantadas nao tenham produzidoe insulina no animal receptor.
Isto pode ter ocorrido pnf rejeicao das mesmas, por tratar-se de
transplantes homogenos, por lesoes das ilhotas durante o isolamen
to ou ainda por condigoes insatisfatorias das areas receptoras ,
impedindo uma boa nutrigcao do tecido enxertado.

Nos receptores cujas hiperglicemias nao sofreram Te
dugao algﬁma, aparentemente o material enxertado nao secretou in-
sulina e, nestes casos, acreditamos que © principal fator foi a
rejeigao; confudo, nao afastamos a hipotese de que os outros fatgo
res ja apontados também tenham contribuido.

Para o enxerto executado no bago, aparentemente sem
sucesso, alem dos fatores jE enumerados podemos apontar ainda a
idade do animal receptor, pois foi o unico rato adulto do grupo
que pesou inicialmente 380 gramas. Esta suposicao baseia-se  nos
trabalhos de BROWNING (1949), ANDRESEN et alii (1952) e MAY (
1957). Estes, observaram que o sucesso de um enxerto tambem depen
de da idade do receptor, embora em transplantes homologos em hams
ters com 6 a 12 meses de idade, HOUSE et alii (1961), tentando
comprovar as experiencias dos ﬁutores citados acima, nao constata

ram diferenca alguma entre os receptores de varias idades.,
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Quanto ao transplante efetuado no pancreas, igual -
mente sem sucesso, acreditamos que a liberagao de enzimas proteo-
1{ticas durante as manobras operatorias, tenham influido negativa
mente, embora MOSKALEWSKI (1969), tenha enxertado com exito em
cobaias normais, algumas ilhotas nesta Area, que sobreviveram ate
14 dias.

Atraves dos graficos e tabelas pode~se observar
substancial ganho de peso e queda da glicemia apos os transplan -
tes quando se compara oS animais receptores (grafico 1) com os
testemunhos diabeticos nao tratados (grafico 5) e diabeticos tra-
tados com insulina (grafico 6).

Quanto ao consumo de ragao, nota~se que ©0$ recepto-
res consumiram quantidade praticamente igual aos testemunhos, po-
rem, ganharam muito mais peso quando comparados aos diabeticos
tratados e nao tratados. Apesar disso, o ganho de peso foi menor
nos ratos receptores que nos testemunhos normais f(grafico 4) e,
a glicemia em nenhum dos receptores foi totalmente corrigida.

A analise dos resultados dos animais receptores ,
quando distribuidos nos sub-grupos Bl e B2, mostra para o primei-
ro (grafico 2) uma reducao mais acentuada do nivel glicemico que,
de 420 mg? ao final da primeira fase diminuiu para 250 mgZ em
media na terceira, evidenciando uma corregao de 60%.

No sub-grupo B2 {(grafico 3), nao houve corregao da
glicemia, visto que,apﬁs a suspensao do tratamento insulinico no
final da segunda fase, o nivel glicemico voltou aos valores da
primeira. A evolugao do peso dos animais deste sub—grupo foi
ijdentica a dos animais testemunhos diabeticos operados (grafice

9), evidenciando assim, provavel falha dos enxertos realizados.
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No grafico 11, estao representados os resultados de
um dos casos do sub~grupo Bl e outro do sub-grupo B2, na tentati-
va de salientar as diferencgas entre um enxerto bem sucedido e ou-
tro aparentemente sem sSucesso.

0 exito dos transplantes do sub-grupo Bl fica mais
evidente ainda quando sao comparados os seus resultados com os
dos animais diabéticos nao tratados do sub-grupo €2 (grafico 5) .
No primeiro, nenhum ohito foi verificado durante o periodo de ex-
perimentagio, enquanto que no segundo, ocorreram 8 obitos., A gli=-
cemia reduziu acentuadamente no sub-grupo Bl, permanecendo em ni-
veis elevados mnos testemunhos diabéticos. O ganho de peso foi a-
centuado no primeiro sub-grupo, enquanto os animais diabeticos
perderam peso.

Comparando—-se os resultados apresentados pelos ani-
mais submetidos a cirurgias simuladas (graficos 7, 8 e 9) com os
animais testemunhos nao operados (graficos 4, 5 e 6), observamos
que nao ocorrem diferengas acentuadas quanto ao peso, glicemia e
consumo. Apenas na segunda fase, os animais normais submetidos a
cirurgias simuladas (grafico 7) apresentaram menor ganho de peso
e glicemia ligeiramente mais elevada em relacao aos testemunhos
normais nao operados (grafico 4).

Estas observagEes comprovam que as cirurgias simula
das e os transplantes de fragmentos de tecido pancreatico exocri
no ou de tecido muscular, nao interferem no comportamento dos tes
temunhos, possibilitando-nos descartar qualquer influencia deste
tipo nos resultados positives observados nos receptores.

0 uso da insulina exogena p;rece ser fundamental e
sua importancia pode ser comprovada no sub-grupo diabetico trata-

do (grafico 6) onde o aumento de peso, a redugao da glicemia e
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Grafico 11 - Representagao dos pesos e glicemias de dois recepto-
res, antes, durante e apas os transplantes de ilhotas no me
sentario:

(————) rato do sub-grupo B-1l.

(...«..) rato do sub-grupo B-2.



do consumc, foram patentes na segunda fase. Essa protegZO tornou-
se mais evidente ainda nos sub-grupos submetidos a cirurgia simu-
lada onde os diabeticos tratados, quanto ao estado geral, se apre
sentaram em condicoes muito melhores do que os nao tratados.

0s resultados verificados em nosso trabalho asseme-
lham~se aos obtidos por BALLINGER e LACY (1972) que, em transplan
tes isogenos de 400 a 600 ilhotas em ratos diabeticos por estrep-
tozotoeina, observaram queda da glicemia dos receptores, que per-
maneceu entre 100 e 350 mgZ. Os ratos paséaram a ganhar peso e
a mortalidade inexistiu. Nossos resultados, quanto a glicemia, sao
ainda mais semelhantes aos obtidos pelos mesmos autores em
transplantes homogenos (13 casos), quando empregaram drogas imu -
nossupressoras; dos 8 receptores sobreviventes, 6§ tiveram a glicg
mia reduzida apos os enxertos, flutuando entre 100 e 250 mgZ. Nes
te grupo, porem, os receptores nao ganharam peso, O que nao acon-
teceu com aqueles submetidos aos transplantes isogenos e tambeém
com os receptores cuja glicemia foi parcialmente corrigida no pre
sente trabalho,.

No trabalho dos referidos autores, o nivel glicemi-
co dos receptores antes dos transplantes foli semelhante ao dos re
ceptores do presente trabalho, porem, como nao empregamos medidas
imunossupressoras, possivelmente o numero de i1h9tas 10 vezes mai
or enxertado por nos, possa ter compensadoa falta do medicamento.

Alguns dos nossos receptores que apresentaram glice
mias muito elevadas antes dos enxertos (550 a 650 mgZ) e que se
mostraram refratarios ao tratamento insulinico, nac tiveram a gli
cemia reduzida. A glicemia muito elevada éestes receptores pode
ter exigido insulina em demasia das ilhotas, nos primeiros dias

pos transplantes, provocando a falencia das mesmas.



55~

LEONARD et alii (1973), confirmam nossa opinizao quan
do, em transplantes de ilhotas de ratos recem-nascidos em ratos
diabeticos, verificaram que a possibilidade de exito dos enxertos
foi maior quando os receptores apresentavam diabetes menos seve -
ro e/ou eram geneticamente semelhantes aos doadores (transplantes
isogenos).

Em transplante de 600 a 1200 ilhotas, obtidas de ra
tos adultos, RECKARD et alii (1973), obtiveram sucesso na corre -
cao da glicemia durante um periodo de 3 a 12 meses, apenas em
transplantes isogenos. Este autores sugerem que o tecido pancrea-
tipo endocrino também esta sujeito aos processos de rejeigﬁo'como
outro tecido qualquer, embora MERKEL (1971), tenha admitido que o
tecido pancreatico, esta sujeito a um menor grau de rejeicao do
que muitos outros tecidos.

BALLINGER e LACY (1972), chamaram a atencgao para o
fato de que num individuo normal, por ser a sua concentragao de
insulina 10 vezes maior na veia porta do que na circulagao perife
rica, seria necessario transplantar as ilhotas para uma area que
seguramente fosse drenada pelo sistema porta hepatica, asseguran-
do dessa maneira um afluxo maior de insulina para o figado. Con-
firmando esta observagio, RECKARD et alii (1973), atraves de tes-—
tes de tolerancia a glicose, executados em ratos receptores cujas
ilhotas foram transplantadas na cavidade peritonial e em ratos
normais, observaram nos receptores desvio das curvas para a direi
ta em relag's'lo as curvas normais . Estes autores concluem que 2 ca-
vidade peritonial nao & a regiao mais adequada para este tipo de
transplante.

Quanto 3 parte histologica, infelizmente apenas con

seguimos encontrar as ilhotas nos receptores sacrificados 15 dias
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apos a realizacao do ultimo enxerto. A morfologia dessas ilhotas
permite admitir que, pelo menos por 15 dias, elas sobreviveram no
mesenterio do receptor, inclusive exibindo celulas com abundante
granulagao citoplasmatica (foto 5), o que indica a funcionalida
de das mesmas. 0 aparente aumento do nimero de macrofagos observa
do em areas distantes das ilhotas, parece nao estar relacionado
com a presen¢a das mesmas.

Um fato interessante que nos chamou a atencao foi
que a maioria das ilhotas encontradas estavam localizadas nas vi-
zinhancgas de peguenos vasos sanguineos, e a presenc¢a em algumas
delas, de hemacias dentro de capilares, como mostra a foto 4, evi
dencia uma possivel neovasogénese tambem observada por BALLINGER
e LACY (1972), nos transplantes de ilhotas em musculo.

D pequeno numero de celulas beta remanescentes nos
pancreas dos receptores apresentando granulagSes no citoplasma ,
ao nosso ver nao produziram quantidade suficiente de insulina pa-
ra proporcionar as quedas glicemicas verificadas. Estas celulas
com abundante granulagﬁo também foram encontradas no pancreas dos
receptores cujos enxertos nao corrigiram a hiperglicemia, e tam -
bem no pEncrgas dos ratos testemunhos diabeticos.

Esta observacao foi confirmada por BALLINGER e LACY
(1972) e por LEONARD et alii (1973), que também encontraram nao
pancreas dos animais receptores, ou mesmo dos testemunhos diabéti
cos, celulas beta apresentando as referidas granu]agﬁes.

Com base nos résultados ohservados no presente tra-
balho e na literatura, ainda pouco numerosa sobre o assunto, acre
ditamos que o0s enxertos de ilhotas de Langerhans isoladas venham
a ser empregados no futuro com grandes possibilidades de sucesso.

Dentre as vantagens que o metodo oferece, as princi
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pais sao: dispensa das anastomoses vasculares, eliminaggo do teci
do pancreatico exocrino e pequena massa de tecido transplantado.

0s transplantes de pancreas total ou parcial no ho-
mem, nao oferecem 2 das vantapgens enumeradas acima, pois, e evi -
dente que a atrofia previa do tecido exocrino, por ligadura dos
dutos pancreaticos do doador antes da realizacao do transplante e
impraticével, e emhora o problema de drenagem dos produtos ex5cri
nos tenha sido resolvideo satisfatoriamente por GLIEDMAN et alii
(1973), existe ainda a necessidade de praticar anastomoses vascu-
lares entre o receptor e o Grgao enxertado, muitas vezes problemé
ticas.

Particularmente, quanto aos transplantes de ilhotas
isoladas no homem, acreditamos que sejam viaveis dentro de um fu-
turo nulito proximo.

Nossa previsao, baseia-se nao 50 nos resultados ani
madores colhidos no presente trabalho, como tambem mnos resultadoé
obtidos por ASHCROFT, BASSET e RANDLE (1971) e BALLINGER e LACY
(1972), que incubando ilhotas humanas iscladas pelo metodo da co~
lagenase, observaram que elas podem produzir e secretar insulina

"in vitro".



RESUMO E CONCLUSOES

No presente trabalho, foram realizados em ratos dia
beticos, transplantes homogenos de ilhotas de Langerhans, isola -
das pelo método da colagenase, com a finalidade de verificar se
o material transplantado pode sobreviver e corrigir a hiperglice-
mia dos animais receptores.

Para o isolamento, fragmentos de pancreas de ratos
normais foram incubados com colagenase e,'apas a centrifugacao do
material em meios descontinuos de Ficoll, as ilhotas foram coleta

das soh lupa.
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As ilhotas assim isoladas foram transplantadas em
numero de 3 a 10 mil para cada animal receptor, preferencialmente
em areas drenadas pelo sistema porta hepatico (mesenterio e ba -
¢e).

Foram utilizados 408 ratos doadores, 15 receptores
e 49 testemunhos. 0Os testemunhos, foram distribuidos em 2 grupos:
animais nao operados e animais submetidos a cirurgias simuladas .
0s animais do grupo de cirurgias simuladas, receberam ao inves de
ilhotas, fragmentos de tecido exocrino ou de tecido muscular. Os
ratos dos grupos testemunhos, foram ainda subdivididos em 3 sub -
grupos; normais, diabeticos e diabeticos tratados com insulina.

Cinquenta por cento dos ratos receptores mostraram
corrgg&o parcial do nivel glicemico, sendo que em um dos casos ,
essa corregEO foi da ordem de 707%, enquanto gue os animais teste-
munhos diaheticos e diaheticos tratados com insulina de ambos os
grupos, nao a evidenciaram.

As ilhotas transplantadas, somente foram encontra -
das no mesentério dos receptores sacrificados no 159 dia apos o
ultimo transplante. No restante do material, obtido de receptores
sacrificados no 20@, 309, 409, 509 e 609 dia apos os enxertos s
nao foram encontrados as ilhotas transplantadas e nem ;inais que
pudessem indicar a absorggo do material enxertado, mesmo nos re -
ceptores que apresentaram correggo do nivel glicemico ate o dia
do sacrificio. |

Os resultados obtidos permitem-nos concluir gque:

1 - As ilhotas isoladas em grande numero, pelo método da colagena
se, € transplantadas para receptores Aiabéticos, podem schre-

viver e corrigir pelo menos em parte o diabetes dos recepto -

res.,
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2 ~ A corregao do diabetes parece estar diretamente relacionada
com o numero de ilhotas transplantado.

3 - 0 tratamento insulinico durante o periodo de enxertos e impor
tante pois, se nEd protege as ilhotas recem transplantadas |,
melhora sensivelmente o estado geral dos receptores e tambem
dos testemunhos diabeticos.

4 - A fejeigﬁo exerce um papel importante cuja magnitude nao foi

possivel aquilatar.
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