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RESUMO

Objetivos: revisar dados da literatura sobre isolamento de ilhotas pancreaticas para transplante e sobre as
acdes da frutose-1,6-bisfosfato.

Fonte de dados: revisdo de artigos publicados, a partir da pesquisa em bancos de dados nacionais e internacionais
(SciELO, Lilacs, PubMed).

Sintese dos dados: o transplante de ilhotas surge como uma alternativa para o tratamento do diabetes mellitus
tipo 1. Entretanto, durante o processo de isolamento, ha grande perda celular, principalmente na periferia da ilhota
pancredtica. As espécies reativas de oxigénio contribuem significativamente nesse processo, afetando a viabilidade
das células para transplante. Vérios esforgos estdo sendo feitos na tentativa de minimizar os danos causados pela
liberagao e produgdo destes compostos quimicos.

Conclusdes: frente as importantes acdes da frutose-1,6-bisfosfato descritas na literatura, seu emprego durante
o processo de isolamento das ilhotas pancreaticas parece ser uma alternativa bastante atraente. O efeito da frutose-
1,6-bisfosfato na redugao da formacao e liberacao de radicais livres, assim como a sua agao citoprotetora, poderiam
viabilizar um maior namero de células, otimizando o processo de isolamento, além de auxiliar na enxertia, por
diminuir a liberacdo de citocinas pré-inflamatdrias.

DESCRITORES: TRANSPLANTE DAS ILHOTAS PANCREATICAS; DIABETES MELLITUS TIPO 1; FRUTOSE BISFOSFATASE;
ILHOTAS PANCREATICAS/ crescimento & desenvolvimento.

ABSTRACT

Aims: To review the literature data about pancreatic islet isolation and fructose-1,6-bisphosfate.

Source of data: Review of specific articles on the issue published in national and internacional databases (SciELO,
Lilacs, PubMed).

Summary of findings: Islets transplantation is an alternative for the treatment of type 1 diabetes mellitus. However,
during the process of isolation, cell loss, mainly on the periphery of the pancreatic islet, ensues. Reactive oxygen species seetn
to contribute significantly in this process, affecting the viability of these cells. Various efforts are being made in an attempt
to minimize the damage caused by the release and production of reactive oxygen species.

Conclusions: Considering the important actions of fructose-1,6-bisphosphate which are described in the literature, its
use in pancreatic islet isolation may represent an attractive alternative. The effect of fructose-1,6-bisphosphate in reducing the
production and release of free radicals, as well as its role in cellular protection, could enable a greater number of viable cells,
optimizing the isolation process, and also protecting the graft process, by reducing the release of proinflammatory cytokines.

KEY WORDS: ISLETS OF LANGERHANS TRANSPLANTATION; DIABETES MELLITUS, TYPE 1; FRUCTOSE-BISPHOSPHATASE;
ISLETS OF LANGERHANS/growth & development.
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INTRODUCAO

O diabetes mellitus tipo 1 (DM1) é uma sin-
drome autoimune 6rgao especifica, caracterizada
pela destruigdo seletiva de células f produtoras de
insulina das ilhotas pancreaticas.'> Acomete 0,3 %
da populagao comidade igual ou inferior a 20 anos
e 0,5 a 1% dos individuos se forem considerada
todas as faixas etarias.’ A incidéncia do DM1 esté
aumentando em nivel mundial. Estima-se que, até
o ano de 2010, em muitas populagdes a incidéncia
ird exceder 30 pacientes por 100.000 habitantes
ao ano.*

As complicagdes secundérias microvasculares
(retinopatia, neuropatia e nefropatia) e macro-
vasculares (doengas cardiovasculares e vascular
periférica) que decorrem de anormalidades
metabdlicas, predominantemente da exposicao
cronica do organismo a niveis elevados de glicemia,
tornam-se uma preocupacao cada vez maior, uma
vez que levam a uma perda da qualidade de vida
do doente diabético, sendo importantes causas de
morbidade e mortalidade.’

Como alternativa para pacientes diabéticos
tipo 1 complicados (hiperlabeis, principalmente
quando acometidos por crises de hipoglicemia
assintomaética, por vezes associadas a complicagdes
secundarias), estd o transplante de pancreas.®”
Embora esta seja uma terapia bem estabelecida
e que pode trazer beneficios, como melhora da
qualidade de vida (liberdade dietética, parada
de uso da insulina exégena e da monitorizagao
glicémica periddica) e interrupcdo da progressao
de complicagdes secundérias, trata-se de pro-
cedimento cirtargico de médio a grande porte, o
que pode ter implicacOes diretas para os pacientes,
em termos de morbidade e até mortalidade.®"

Ainda, como ocorre com qualquer tipo de
transplante de 6rgao sélido, o tratamento imu-
nossupressor deve ser feito permanentemente,
para evitar a rejeicao ao enxerto. Os riscos infec-
ciosos e neoplésicos trazidos por esse trata-
mento desautorizam o emprego do transplante
pancreatico nas fases iniciais do diabetes, a titulo
de profilaxia das complicagdes secundarias. Além
disso, os efeitos colaterais pelo uso de drogas
imunossupressoras, como nefro, mielo ou neuro-
toxicidade, ndo sao despreziveis.® A mortalidade
geral dos pacientes submetidos ao transplante é
de cerca de 7% ap6s 3 anos de alta hospitalar.?

O transplante de ilhotas pancreéticas, ou de
Langerhans, surge como uma alternativa a essas
desvantagens. Embora também exija terapia
imunossupressora, dados da literatura sugerem
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que doses menores de imunossupressao sejam
suficientes.!! A principal vantagem, entretanto,
seria dispensar o procedimento cirtrgico, ja que
o transplante de ilhotas depende apenas de uma
infusdo de células em veia central.!**2
Entretanto, o transplante de ilhotas é de
certa forma mais limitado que o pancreatico,
nao so6 porque as ilhotas representam apenas 1
a 2% da massa celular do pancreas, mas também
pela limitada eficiéncia no seu isolamento e
significativas perdas por morte celular apés a
efetiva separacgao das ilhotas do tecido ex6crino.”
Portanto, ainda que o transplante de pancreas seja
um procedimento invasivo, atualmente é o tinico
tratamento que consegue restaurar e manter com
alta taxa de sucesso e por tempo prolongado a
normoglicemia em portadores de DM1.1°

ILHOTAS PANCREATICAS

O transplante de ilhotas pancreaticas,
embora ainda em carater experimental, é um
método promissor de reposicdo de células beta.
E processado através do isolamento e infusdo
de ilhotas de Langerhans."! Apesar do grande
interesse no emprego deste método, o mesmo
ainda é prejudicado pelo baixo rendimento obtido
durante o isolamento das ilhotas pancreaticas.
O estresse oxidativo, a producdo de citocinas
proinflamatérias e o proprio trauma fisico e
mecanico decorrente da técnica de isolamento
acabam culminando, de forma varidvel, com a
perda de massa de ilhotas.”*

Produtos de macréfagos como interleucina-1,
interleucina-6, fator de necrose tumoral-o e
6xido nitrico, sdo os primeiros mediadores da
disfuncao das ilhotas transplantadas. Citocinas
sdo liberadas também por leucécitos passageiros
e células de Kupffer no figado, durante o processo
de implantagdo das ilhotas. Essas citocinas sao
deletérias, seja direta ou indiretamente, para
a funcdo e na enxertia.”’® A secre¢do local de
citocinas proinflamatérias por infiltracdo de
linfécitos também pode contribuir para a perda
de ilhotas.

A expressdo e liberagcdo de fator tecidual
em ilhotas isoladas também podem influenciar
negativamente o enxerto de ilhotas de Langerhans,
através da ativacao de plaquetas, formacao de
codgulo e recrutamento de linfécitos.’*” Além
disso, a liberacao de fator de necrose tumoral-a.
esta associada com inflamacao e rejeicao e potencia-
liza a acdo de outras citocinas, contribuindo com
a citotoxicidade das ilhotas.’
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Isolamento de ilhotas pancreaticas

Embora existam aproximadamente um milhao
de ilhotas por pancreas, as técnicas atuais de
preservacao do 6rgdo, assim como de isolamento
de ilhotas, permitem uma recuperagao de menos
do que a metade do seu numero, sendo que
muitas das que permanecem mostram evidéncias
de sofrimento celular. O potencial de recupera-
cdo destas permanece por ser demonstrado.”!
Métodos recentes tém aumentado a eficiéncia do
processo de isolamento, apresentando aumento
da qualidade da purificacio das ilhotas e,
consequentemente, maior impacto na enxertia.'®

A dissociacdo das ilhotas pancredticas do
resto do tecido exécrino e ductal do pancreas
parece ser de extrema importancia para a eficicia
do processo.” Esta separacdo inicia-se com um
processo denominado digestdo pancreatica.
Para isso, é utilizada uma enzima, a colagenase
bacteriana (isolada do Clostridium histolytcum).?

Diogo et al.? realizaram um estudo testando a
dissociagdo das ilhotas de Langerhans em solugdes
de1ou2mg/mL de colagenase a temperatura de
4°C por um periodo de 24 horas. Os dados obtidos
demonstraram que a diferenca de concentracoes
das solugdes de colagenase ndo interferiu no
resultado final, e que a imersdo em colagenase
por um periodo mais prolongado melhorou
o processo de digestdo e consequentemente
o rendimento do isolamento das ilhotas
pancreaticas. Embora exista a necessidade de
temperatura de 37°C para conferir a atividade
enzimdtica a colagenase,os autores especulam
que o periodo mais prolongado de imersao em
colagenase antes do aquecimento possivelmente
tenha promovido uma maior difusdo do tecido
pancredtico triturado, aumentando envolvimento
da enzima nas ilhotas.?? Dessa forma, ocorreu
uma melhor dissociacdo entre acinos e ilhotas,
facilitando o processo posterior de separagao por
gradiente com Ficoll.!

O isolamento das ilhotas do tecido exdcrino
baseia-se na diferenca de densidade das ilhotas
e do tecido exdcrino. O gradiente de densidade
por centrifugacdo para a purificacdo das ilhotas
envolve a utilizagdo de Ficoll (marca registrada
da GE Healthcare Bio-Sciences). Em 1989, Lake
et al.® introduziram a técnica de purificacdo
de ilhotas em larga escala utilizando um pro-
cessador de células Cobe® 2991, que reduz o
tempo necessério para o isolamento e o risco de
contaminagdo por aumentar a esterilizagdo do
procedimento.
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As preparacdes usadas para o transplante
clinico de ilhotas contém, em adic¢ao as ilhotas,
consideravel quantidade de células pancreaticas
contaminantes, fato que ainda é estudado
para analisar a evolucdo de cada componente
celular no enxerto de ilhotas e o papel dessas
diferentes células no microambiente apds o
isolamento e transplante. Contudo, Blinman et
al.* reportaram que células pancreaticas acinares
podem amplificar a resposta inflamatoéria, devido
a capacidade do tecido exécrino em produzir e
liberar citocinas em resposta ao estresse celular
durante o isolamento.

Estresse oxidativo e ilhotas pancreaticas

O estresse oxidativo que é gerado durante
a captagao do pancreas parece ser diretamente
proporcional ao tempo de preservagdo do érgao. A
qualidade do isolamento das ilhotas pancreaticas
parece depender do controle adequado destas
variaves.'* %

Sabe-se que durante o processo de isolamento
ocorre grande perda de ilhotas. A biofisica nao
fisiologica e as condicdes bioquimicas ambientais
presentes durante a captacdo do 6rgao e o iso-
lamento das ilhotas requerem uma abrupta
adaptacao metabolica, a qual pode resultar no
sofrimento e eventual morte celular.?*?

O estresse oxidativo também esta envolvido
em todas as etapas do processo que envolve o
transplante, tais como a morte encefalica, o manejo
do doador na unidade de terapia intensiva, a
perfusdo e preservacdo do pancreas, a resultante
isquemia fria e, finalmente, todo o processo de
isolamento das ilhotas pancreaticas.?*

Recentemente, linhas de estudos em roedores
e humanos tém indicado que o estresse oxidativo
possui um papel importante na morte das ilhotas
e no tecido exdcrino circundante. Em condigoes
de extremo estresse, as defesas antioxidantes das
ilhotas podem ficar sobrecarregadas, gerando
um estado de desequilibrio redox e produzindo
espécies reativas de oxigénio (ROS, reactive oxygen
species). Um dos mecanismos ja conhecidos de
lesao celular é a liberacao de radicais livres.??

Quando comparadas a outros tipos de células,
as ilhotas pancreaticas sdo particularmente
susceptiveis a destruicdo causada por ROS.%
Estudos recentes tém demonstrado que o estresse
gerado pelo isolamento aumenta a expressao
de genes de citocinas e quimiocinas em ilhotas
humanas.®*® Um potencial alvo das ROS é o fator
de transcri¢ao nuclear NF-Kf3, que esta envolvido
na regulacao de citocinas proinflamatérias, assim
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como quimiocinas, moléculas de adesdo e enzimas
inflamatorias.™ Alguns pesquisadores tém testado
diversas moléculas que inibem a geracdo e/ou o
dano mediado pelas ROS, incluindo a glutationa
peroxidase, superdxido dismutase e a heme
oxigenase-1.>3%

Bottino et al.'* observaram que o isolamento
de ilhotas de Langerhans produz e libera cito-
cinas e quimiocinas, como interleucinas 6 e 8 e
também proteina quimioatrativa de mondcitos-1
ou macréfago (MCP-1), moléculas envolvidas
na resposta ao estresse celular. A MCP-1 e a
interleucina-8 podem comprometer a funcdo
das ilhotas apds o transplante, por aumentar o
recrutamento e ativacdo de grande ntmero de
macroéfagos e leucocitos para o sitio de implante.
Os achados desse estudo demonstraram que
houve uma inibi¢do do NF-Kp com o tratamento
de ilhotas com antioxidantes. Também foi
observada menor concentracdo interleucina-6
e MPC-1 no meio de cultura, quando as ilhotas
foram mantidas com antioxidantes. Entretanto
a secrecdo de interleucina-8 nao foi relacionada
com a ativagdo de NF-Kf3 e nem foi reduzida com
o tratamento com antioxidantes.!

Danos diretos provocados por citocinas e
liberagao de 6xido nitrico por ativacdo de células de
Kupffer em resposta a implantacao de ilhotas tém
sido claramente demonstrados.**4t Em modelos de
estudo envolvendo ratos, o enxerto é destruido
por altos niveis de 6xido nitrico liberados por
macroéfagos alogénicos ou singénicos.*#

Frutose-1,6-Bisfosfato

A frutose-1,6-bisfosfato (FBP) é um regulador
metabdlico que estimula as reagdes catabolicas
da glicélise, melhorando a preservacao do tecido
frente a isquemia em 6rgdos como coracao, figado
e rins. 4

Wu et al.¥ demonstraram que a administragdo
oral de FBP 10 dias antes e 10 dias apdés um
transplante de células de mucosa intestinal
em ratos diminuiu a apoptose e aumentou o
indice proliferativo das células. Esses autores
propdem, como possiveis explicagdes para este
efeito, a prevencdo da deplecdo de trifosfato de
adenosina (ATP); a ativacdo da piruvato-quinase
e da fosfofrutoquinase em situacdes de estresse,
promovendo o metabolismo dos carboidratos
e oferecendo uma fonte de energia; e a agdo
quelante de célcio extracelular e estabilizadora
de membrana.

Um estudo realizado por Nunes et al.*
demonstrou que concentragdes de FBP entre
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1,2 e 10mM diminuem os niveis do receptor
de interleucina solavel em cultura de linfo-
citos, sugerindo assim um possivel efeito
imunomodulador da FBP, que ja havia sido
observado anteriormente por Bordignon.* Esses
autores postularam que hé interagdo da FBP com
a membrana celular, onde ocorreria modificacao
da permeabilidade ionica.*

Em outro estudo, o grupo de Nunes realizou
uma andlise fisiopatolégica, comparando ratos
sépticos tratados com FBP com ratos sépticos
sem tratamento. Demonstrou-se uma mortalidade
de 100% no grupo séptico ndo tratado, em 15
horas. No grupo tratado com FBP, entretanto, a
mortalidade foi de apenas 20%. Além disso, as
alteracdes hematol6gicas normalmente observadas
na sepse nao foram encontradas no grupo tratado.
Os achados desse trabalho demonstram o papel
da FBP como antiinflamatério e na manutengao
dos niveis de energia celular.*®

Moresco et al.*! relataram que a FBP parece
proteger o figado de danos causados por radicais
livres, quando o tempo de preservacao é menor
que 18 horas. A FBP parece também reduzir a
formacao e liberacdo de radicais livres, devido
a incorporacao de substrato energético, levando
a um aumento dos niveis de ATP intracelular
e prevencdo de alteragdes criticas na funcdo
da membrana celular.?> Schinetti e Lazzarino®
demonstraram que a FBP limita a producao de
superdxido e peréxido de hidrogénio por ativagao
de neutroéfilos, impedindo o metabolismo oxidativo
destes e inibindo a liberacdo de histamina por
mastocitos.

Um estudo sobre a acdo da FBP sobre o
isolamento de ilhotas pancreédticas, realizado
por nosso grupo, ndo demonstrou efeito do uso
da mesma, em diferentes doses, frente ao grupo
controle, ndo havendo diferenca estatistica na
contagem, viabilidade celular e dosagem de
radicais livres (manuscrito em preparacdo).
Entretanto, como ndo existem até o momento
referéncias na literatura sobre o emprego da FBP
em isolamento de ilhotas, serdo necessarios mais
estudos com diferentes metodologias e utilizando
doses diferentes de FBP.

CONCLUSOES

Apresentando importante papel de citopro-
tecdo e reducdo da formagdo e liberagao de
radicais livres, a FBP é um regulador metabélico
que estimula as reacdes catabolicas da glicélise,
contribuindo para a preservacgdo tecidual em
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situacdes de isquemia em 6rgaos como coragao,
figado e rins. Frente a estas importantes agdes
descritas na literatura, o emprego da FBP durante
o processo de isolamento das ilhotas pancreaticas
parece ser uma alternativa bastante atraente. Seu
efeito na reducdo da formacio e liberacdo de
radicais livres, assim como sua agao citoprotetora,
poderiam viabilizar um maior nimero de células,
otimizando o processo de isolamento, além de
auxiliar na enxertia, por diminuir a liberacdo de
citocinas pré-inflamatdrias. Ainda sdo necessarios
estudos para determinar a dose ideal e encontrar
a metodologia mais apropriada para o uso da FBP
no isolamento de ilhotas pancreaticas.
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