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RESUMO

Objetivos: testar se a imersdo do pancreas em
solucdo de 1 ou 2 mg/ml de colagenase em 4°C por 24
horas, no isolamento experimental de ilhotas de
Langerhans, aumenta o rendimento de ilhotas por
grama de tecido pancreatico.

Métodos: estudo experimental com camundon-
gos, realizado no Laboratério de Nefrologia do Ins-
tituto de Pesquisas Bioldgicas do Hospital Sdo Lucas
da PUCRS, Porto Alegre, RS. Apds sacrificio dos
animais sob anestesia, os pancreas foram retirados e
triturados, sendo divididos em quatro grupos, con-
forme a técnica utilizada para isolar as ilhotas.
A) colagenase Img/mL, a 4°C por 24 horas e posterior
aquecimento a 39°C por 15 minutos. B) colagenase
2mg/mL com as mesmas etapas anteriores. C) cola-
genase Img/mL com aquecimento da solugdo no
mesmo dia da retirada, a 39°C por 15 minutos. D) co-
lagenase 2mg/mL com aquecimento da solucgdo
no mesmo dia da retirada, a 39°C por 15 minutos.

ABSTRACT

Aims: To test whether the immersion of the pancreas in
solutions of 1 or 2 mg/mL of collagenase in 4°C for 24 hours,
for the isolation of Langerhans islets, rises the yield of islets/
grams of pancreatic tissue.

Methods: Experimental study with mouses, performed
in the Laboratory of Nephrology of the Instituto de
Pesquisas Bioldgicas do Hospital Sdo Lucas da PUCRS,
Porto Alegre, RS. After the animals have been sacrified
under anesthesia, the pancreas were removed and divided
in four groups, according the technique used for isolating
the islets. A) collagenase 1mg/mL, in 4°C for 24 hours and
heating for 39°C for 15 minutes. B) collagenase 2mg/mL
with the same previous described steps. C) collagenase 1mg/
mL and heating of the solution in the same day, in 39°C for
15 minutes. D) collagenase 2mg/mL and heating of the
solution in the same day, in 39°C for 15 minutes. We verified
the viability of the islet through the trypan blue test.

Results: The median numbers of isolated islets in
the groups A, B, C and D were 9142, 8285, 2813 ¢ 3199,
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Verificamos a viabilidade das ilhotas através do teste
do azul tripano.

Resultados: as medianas da quantidade de ilhotas
isoladas nos grupos A, B, C e D foram 9.142, 8.285,
2.813 e 3.199 respectivamente. O teste de Kruskal-
Wallis demonstrou diferenca significativa, com valor
de H=17,44 com a = 0,01 e, na comparagdo dos grupos
entre si, demonstrou que ndo ha diferenca entre as
solucdes de colagenase com concentragdes de 1 e 2
mg/dL. Os grupos com a imersdo do tecido pancrea-
tico em solucdo de colagenase por 24 horas obtiveram
trés vezes mais ilhotas, quando comparados aos
submetidos a digestdo imediata, conforme teste de
Dunn com a<0,05. O teste do azul tripano demonstrou
uma vitalidade maior que 95% em todos os grupos.

Conclusdes: sugere-se que a imersao em colage-
nase por tempo mais prolongado melhora o processo
de digestdo do tecido pancreético, aumentando o
rendimento de ilhotas isoladas por grama de tecido
pancreatico. A diferenga de concentracdo entre as so-
lugdes de colagenase nao afetou o resultado.

DESCRITORES: TRANSPLANTE DAS ILHOTAS PAN-
CREATICAS; TECNICAS DE CULTURA; COLAGENASES;
SOLUCAO PARA PRESERVACAO DE ORGAOS; EPIDE-

MIOLOGIA EXPERIMENTAL; PANCREAS; CAMUNDONGOS;
PRESERVACAO DE TECIDOS; ESFRIAMENTO.
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respectively. Kruskal-Wallis test showed significant
difference, with the value of H = 17,44 with a = 0,01,
and in the comparison between the groups, there was
no difference in the solutions of collagenase with
concentrations of 1 and 2 mg/dL. Groups with immersion
of pancreatic tissue in collagenase solution for 24 hours had
three times more islets when compared to groups submitted
to immediate digestion, according to Dunn test with a
<0,05. The trypan blue test showed viability higher than
95% in all groups.

Conclusions: We suggest that the immersion in
solution of collagenase for longer time improves the process
of digestion of pancreatic tissue, rising the yield of islets/
grams of pancreatic tissue. Different concentration between
the collagenase solutions did not affect the final result.

KEY WORDS: ISLETS OF LANGERHANS TRANS-
PLANTATION; CULTURE TECHNIQUES; COLLAGENASES;
ORGAN PRESERVATION SOLUTIONS; EPIDEMIOLOGY,

EXPERIMENTAL; PANCREAS; MICE; TISSUE PRESERVATION;
COOLING.

INTRODUCAO

2

O diabetes mellitus é uma sindrome ca-
racterizada por hiperglicemia, causada pela
deficiéncia relativa ou absoluta de insulina,
resultante da alteracdo da funcdo secretora
pancredtica (tipo 1) ou resisténcia a acdo da
insulina nos tecidos-alvo (tipo 2).1* A procura por
terapéuticas alternativas e mais eficazes para o
diabetes levou ao desenvolvimento do trans-
plante de pancreas e ilhotas pancreéticas.’ Vérios
trabalhos clinicos e experimentais tém sido reali-
zados com a preocupagdo em aprimorar o trans-
plante de ilhotas de Langerhans. Essas pesquisas
trabalham nos métodos de isolamento de ilho-
tas,*® na preservagao destas in vitro;® na preser-
vagdo e criopreservagao,’® nos diferentes locais e
formas de implante das ilhotas e na inducao de
tolerancia imunoldgica.’ Na investigacdo do
diabetes, o uso de modelos experimentais com
animais é uma importante ferramenta. Pode-se
induzir o diabetes pela streptozotocina,'®!! que
atua na necrose das células beta das ilhotas de
Langerhans, levando a hiperglicemia dentro de
1 a 2 dias ap6s a injegdo.!? Para o isolamento das
ilhotas in vitro é necessario que haja dissociacao
das mesmas do tecido acinar,’® o que pode ser
feito pelo uso de enzimas como a colagenase, que

usualmente é ativada por meio de aquecimento
da solugdo de colagenase a 39°C,* seguido de
separacdo gravitacional através do uso de gra-
diente de Ficoll em centrifugas.’®!> Com o obje-
tivo de desenvolver e implementar um mode-
lo experimental de isolamento de ilhotas de
Langerhans, avaliou-se o efeito do tempo de
imersdo do tecido pancreatico na solugdo de
colagenase, assim como da concentragdo da
mesma, no rendimento de ilhotas isoladas.

METODOS

Foi realizado um estudo experimental, em
camundongos, no Laboratério de Nefrologia do
Instituto de Pesquisas Bioldgicas do Hospital Sao
Lucas da PUCRS, apés ter sido aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da instituicao.

Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem
C3H isogénica, com idade entre 8 e 12 semanas,
adquiridos do biotério do Instituto de Pesquisas
Biolégicas do Estado do Rio Grande do Sul e
mantidos em alojamento no biotério dormitério
do Instituto de Pesquisa Biomédica da PUCRS,
com alimentacdo e agua ad libitum e ciclos de
noite dia de 12 horas.
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Solugoes utilizadas

As solugoes preparadas no laboratério e uti-
lizadas no experimento estao descritas no quadro
abaixo.

Nome da .
< Descri¢ao
solucdo
Solugdo basica para manutengdo dos tecidos, feita a
HBSS/ base de HBSS (Hank’'s Balanced Salt Solution,
HEPES/ Calbiogen, Cambridge, EUA). Para cada 250 mL
FCS de HBSS foram acrescentados SmL de HEPES
(Acros, Geel, Bélgica) a
1 molar e 10 mL de FCS (Calbiogen)
Preparada pela adi¢@o de colagenase tipo IV (Gibco
C BRL, Invitrogen, Grand Island, EUA) a solugo de
olagenase

HBSS sem FCS, para obter as concentragdes de 1 e
2 mg/mL.

Ficoll 400 foi dissolvido em solugdo de Euro-
Ficoll Collins para obter as densidades 1.108, 1.096, 1.085
¢ 1.037, por meio de um picnometro a 20°C.

A solugdo de ditizona foi diluida em dimetil-
sulféxido na concentragdo de 10mg/mL e poste-
riormente utilizada na identificagdo das ilhotas de
Langerhans.

Ditizona

Isolamento de ilhotas

O processo de isolamento de ilhotas foi
realizado em trés etapas. A primeira consistiu da
retirada do tecido pancreatico dos camundongos,
os quais foram anestesiados com thiopental e
sacrificados através de deslocamento cervical.
Para cada experimento foi necessario um minimo
de trés pancreas, que, ap6s sua retirada, foram
pesados e triturados com o uso de tesoura,
estando entdo prontos para se iniciar a proxima
etapa do processo. Na segunda etapa, que con-
siste na digestdo do coldgeno do tecido pan-
creatico, a fim de separar o tecido acinar das
ilhotas, o preparado de pancreas foi colocado em
solucdo de colagenase e sofreu o processo de
digestdo de acordo com cada um dos grupos que
serdo descritos a seguir. Foram testados quatro
meios diferentes para este processo. A compa-
ragdo diz respeito a concentracdo de colagenase,
1 ou 2 mg/dL, e ao tempo de permanéncia do
tecido em solugao de colagenase a baixa tempe-
ratura (nenhum ou 24 horas), para melhor dis-
persdo da solugao no tecido, formando assim
quatro grupos.

* Grupo A:imersao do tecido em solucao de

colagenase a Img/mL, a 4°C por 24 horas
e posterior aquecimento a 39°C por 15
minutos.

* Grupo B: solugdo de colagenase a 2mg/mL

com as mesmas etapas anteriores.

* Grupo C:imersao do tecido em solucado de

colagenase a Img/mL com aquecimento
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da solucdo no mesmo dia da retirada a
39°C por 15 minutos.
* Grupo D: imersao do tecido em solugao de
colagenase a 2mg/mL com aquecimento
da solug¢do no mesmo dia da retirada, a
39°C por 15 minutos.
A terceira etapa do processo ocorreu apds
a digestdo do colageno e objetivou separar as
ilhotas dos demais tecidos. Em virtude de o te-
cido acinar ser mais denso que as ilhotas de
Langerhans, a separagdo deve ser realizada por
meio de gradiente de densidade. Apés sofrer o
processo de digestao, de acordo com seu grupo,
foi realizada a cessacdo da acdo enzimatica da
solucdo da colagenase com esfriamento desta,
utilizando 5 mL de HBSS a 4°C . Dessa solucéo
foram retirados os fragmentos de tecidos nao
digeridos ou porg¢des de omento por meio de sua
passagem através de filtro com poros de 400
micrometros. No isolamento pelo gradiente uti-
lizou-se solucdo de Ficoll com densidades
diferentes. A solugdo com tecido pancreatico
digerido e filtrado foi colocada em tubo de ensaio
de 15 mL, e centrifugada a 3000 RPM por seis
minutos, sendo o sobrenadante retirado cuidado-
samente. O precipitado foi suspenso em 4 mL
de Ficoll com densidade de 1.108 e homoge-
neizado. Essa camada foi entdo recoberta de
maneira cuidadosa, para que ndo houvesse
mistura entre as camadas, com 2 mL de Ficoll
nas densidades 1.096, 1.085 e 1.037. Apos, os
tubos foram colocados em centrifuga refrige-
rada a 4°C na rotagao de 800 RPM por 15 minu-
tos, ocasionando a precipitagdo do tecido acinar
e isolando as ilhotas. Estas ficam dispersas entre
as densidades 1.037 e 1.085, sendo entao retiradas
e contadas.

Contagem de ilhotas e teste de viabilidade
com o uso do azul tripano

As ilhotas foram diluidas em solucdo de
HBSS/FCS até completarem 3 mL e coradas com
30 mL da solucdo de ditizona. Duas amostras
de 50 mL dessa suspensao foram colocadas sobre
uma placa de Petri gradeada. Contou-se o nime-
ro de ilhotas por meio de um microscépio com
aumento de 20 vezes. Somaram-se as quantida-
des aferidas e multiplicaram-se pelo fator de
diluicdo. As contagens foram feitas por dois
examinadores independentes. Quando havia
diferenca maior que 10% entre os resultados, as
contagens eram realizadas novamente.

Apo6s a contagem, a outra amostra de 50mL
era corada com azul tripano a 0,4% e agitada
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levemente. Apds 5 a 15 minutos, o nimero de
ilhotas coradas pelo azul tripano era contabi-
lizado e registrado por dois examinadores.

Analise estatistica

Foram utilizados dados de descri¢do, como
média, mediana, desvio padrao e amplitude inter-
quartil. A comparacdo entre os grupos foi feita
com o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis
e, para identificar as diferencas significativas
entre os grupos, foi utilizado o teste de Dunn.

RESULTADOS

Foram utilizados oito camundongos no grupo
A e seis nos demais. As medianas da quantidade
de ilhotas isoladas nos grupos A, B, C e D foram
9.142, 8.285, 2.813 e 3.199 respectivamente. A
andlise da varidncia ndo paramétrica entre a
quantidade de ilhotas por grama de tecido
pancreatico dos quatro grupos apresentou uma
diferenca significativa, com valor de H = 17,44
(a = 0,01). Os grupos com a imersdo do tecido
pancreatico em solucdo de colagenase por 24
horas obtiveram trés vezes mais ilhotas, quando
comparados aos submetidos a digestao imediata,

TABELA 1 - Descricdao da quantidade de ilhotas
isoladas por grama de pancreas.

Grupo Numero de Média Mediana! Percentil  Percentil
P experimentos 25 75
A 8 8.306 9.142% 6.119 9.678
B 6 8.194 8.285" 6.429 9.698
C 6 3414 2.813" 1.820 5.440
D 6 3.150 3.199" 1.953 4.328

1 As medianas indicadas pela mesma letra nao diferem significativamente
entre si pelo teste de Dunn (a=5%)
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conforme teste de Dunn com a<0,05. Ndo houve
diferenca entre as solucdes de colagenase com
concentracdes de 1 e 2 mg/dL. Estes resultados e
a comparacao entre os grupos estdo apresentados
na Tabela 1 e na Figura 1.

Foram realizados 13 experimentos com testes
de viabilidade com o corante vital azul tripano.
Em um dos trés experimentos dos grupos A e B,
uma quantidade préxima a 5% das ilhotas ana-
lisadas coraram com azul tripano, demonstrando
morte celular. Nos demais nenhuma ilhota corou,
equivalendo a uma taxa de viabilidade maior
que 95% para todos os grupos (Tabela 2).
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Figura 1 - Quantidade de ilhotas de Langerhans isoladas,
por grama de tecido pancreético de camundongos, con-
forme a concentragdo e o tempo de imersdo na solugdo de
colagenase a 4°C. Grupos: A) colagenase 1mg/mL, a 4°C
por 24 horas e posterior aquecimento a 39°C por 15 minutos;
B) colagenase 2mg/mL com as mesmas etapas anteriores;
C) colagenase 1mg/mL com aquecimento da solucdao no
mesmo dia da retirada, a 39°C por 15 minutos; D) co-
lagenase 2mg/mL com aquecimento da solu¢do no mesmo
dia da retirada, a 39°C por 15 minutos.

TABELA 2 - Viabilidade das ilhotas isoladas, avaliada com o teste do corante vital azul tripano

N’ de ilhotas coradas

N de ilhotas coradas por

N’ de ilhotas coradas N’ de ilhotas coradas

Grupo por ditizona ditizona por azul tripano por azul tripano
(1° amostra) (2° amostra) (1° amostra) (2° amostra)
A 62 63 0 0
A 40 45 0 0
A 63 63 3 3
B 52 55 3 3
B 46 50 0 0
B 39 39 0 0
C 35 34 0 0
C 37 34 0 0
C 30 31 0 0
C 21 18 0 0
D 38 41 0 0
D 33 36 0 0
D 10 14 0 0
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DISCUSSAO

Embora o transplante de ilhotas apresente-
se como uma abordagem terapéutica atraente,
uma das principais limitagdes é o baixo rendi-
mento do isolamento de ilhotas por pancreas, o
que limita sua aplicacdo. Os camundongos sao
animais resistentes ao efeito diabetogénico da es-
treptozotocina, diferindo entre as linhagens.>191617

Quanto ao isolamento de ilhotas, o resultado
encontrado no estudo confirma a teoria de que a
melhor obtencdo das ilhotas de pancreas esté
diretamente relacionada com a capacidade de
dissociar-se o tecido exécrino do endécrino. 51819
A imersdo em colagenase a frio durante um
periodo de 24 horas (e conseqiientemente com
seu efeito enzimatico reduzido) possivelmente
fez com que a solucdo de colagenase se difun-
disse pelo tecido pancreatico triturado e envol-
vesse as ilhotas de Langerhans. Este modelo é
similar ao método de isolamento com dois es-
tadgios de digestdao,’® no primeiro momento
ocorrendo a distribuicdo pelo tecido pancreatico
da solucdo com colagenase em temperatura
baixa, desfavordavel a agdo enzimética, e num
segundo momento ocorrendo o processo de aque-
cimento do tecido, com conseqiiente ativagao da
enzima, havendo uma melhor dissociacdo entre
acinos e ilhotas, facilitando a separacao através
do método de gradiente com ficoll. Cui et al.’8
infundiram solucdo de colagenase a 4°C pelo
ducto pancreatico e compararam o rendimento
de ilhotas quando realizavam a digestao no mo-
mento da infusdo ou duas horas apés, verificando
melhor rendimento apds duas horas de incu-
bacdo na solucdo de colagenase. O tempo menor
utilizado por Cui et al.,, quando comparado as
24 horas utilizadas neste trabalho, deveu-se a
maneira como a solucdo foi distribuida pelo
tecido pancreatico, através de seu ducto: sendo
depositada perto dos acinos, diminui o tempo
necessario para a difusdo da solugdo.!® Esta
suposicdo é reforcada por outro estudo que
utilizou 48 horas de imersao.*

No grupo que ficou imerso em colagenase
por 24 horas, foram isoladas em média 8.000
ilhotas, cerca de trés vezes mais do que no sem
imersdo. Alguns aspectos sobre os métodos de
afericdo e contagem, principalmente em roedo-
res pequenos como camundongos, devem ser
levados em consideracdo quando avaliamos estes
resultados. H4 uma variagio na metodo-
logia e analise dos trabalhos descritos na lite-
ratura, dificultando a comparagdo entre os

Diogo LP et al.

mesmos.’320-2 A diferenca estd no método de
retirada do tecido pancreatico, pois 0o mesmo esté
disperso no omento entre as al¢cas do intes-
tino superior destes animais. Assim, a quanti-
dade de pancreas retirado varia de acordo com o
examinador. O trabalho de Leow et al. # refere o
isolamento de 425 ilhotas por péncreas de
linhagem C57B10, e esta diferenga reside no fato
de os referidos autores terem considerado ape-
nas ilhotas com tamanho acima de 50 mm. Ja no
presente trabalho foram contabilizados todas as
ilhotas visualizadas sob visdao estereomicros-
copica com aumento de 20 vezes, ja que o obje-
tivo do estudo era a comparacdo dos métodos.

Outra varidvel que interfere na contagem de
ilhotas refere-se ao emprego de filtros para a
solugdo contendo o tecido pancreatico digerido,
antes de submeté-lo a separacdo com gradiente
de ficoll. Se forem empregados filtros com malhas
pequenas (< 400 mm), estes retiram muitas
ilhotas maiores da contagem.? Erros de técnica
podem eventualmente ser responsaveis por
discrepancia entre os diferentes resultados, tais
como o nao cuidado com a homogeneizagdo para
a coleta de amostras ou erros sisteméticos nas
técnicas de diluicdo.® Ainda como forma de
minimizar o fator subjetividade nas contagens
amostrais, foram empregados, neste trabalho,
dois examinadores para cada contagem. Quando
havia discrepancia maior que 10% entre os
resultados, novas amostras eram preparadas e
contabilizadas.

Quanto ao teste de viabilidade, menos de 6%
das ilhotas foram coradas com o azul tripano,
demonstrando boa capacidade de sobrevida das
ilhotas, mesmo se submetidas a um processo de
imersdo por 24 horas a frio, conforme previa-
mente demonstrado em estudos que preservaram
as ilhotas junto com o tecido pancreéatico por 24
horas ou mais.* Esses métodos diferem dos que
avaliam a viabilidade das ilhotas por 24 ou 48
horas a frio ap6s o processo completo de iso-
lamento.® E provével que o estresse imposto as
ilhotas pela dissociacdao e isolamento diminua
sua viabilidade, havendo por esse motivo neces-
sidade de pesquisa de campo sobre solugdes de
preservacao.’

Concluindo, a imersao do tecido pancrea-
tico, ap6s sua retirada, em solucdo de colagenase
a 4°C por 24 horas, antes do aquecimento, au-
mentou o rendimento do isolamento de ilhotas
por grama de tecido pancreédtico, em compa-
ragdo com o aquecimento da solu¢do no mesmo
dia da retirada. As diferentes concentracdes das
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solucdes de colagenase testadas neste estudo

1

ou 2 mg/dl) ndo tiveram diferenga no ren-

dimento, com relacdo ao numero de ilhotas
isoladas. As ilhotas isoladas através do presente
protocolo apresentavam-se vidveis quando tes-
tadas com o corante azul tripano.
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