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ALOTRANSPLANTE DE ILHOTAS DE
LANGERHANS NO FIGADO DE RATOS
SUBMETIDOS A MANIPULACAO
TIMICA COM CELULAS
NAO-PARENQUIMATOSAS

Eleazar CHAIB, Apostolos PAPALOIS, Ingrid G. M. BRONS and Roy Y. CALNE

RESUMO - Racional - A maior indicagdo do transplante de pancreas ou de ilhotas de Langerhans ¢ o diabetes mellitus
do tipo I. O processo deve suprir as necessidades de insulina, mantendo os niveis glicémicos dentro da normalidade.
Objetivos - Estudar o alotransplante de ilhotas de Langerhans no figado de ratos Lewis (RT1"), tendo como doadores de ilhotas
ratos Wistar (RT1*). No grupo controle (n = 8) injetava-se, no timo, solugdo de Hanks e no grupo de estudo(n = 8), células ndo-
parenquimatosas hepaticas. Material e métodos - No grupo controle com o método de separagio e purificagdo das ilhotas de
Langerhans obteve-se 3.637 + 783,3 ilhotas com pureza de 85 + 3,52%. No grupo de estudo obteve-se 3.270 + 770 ilhotas de
Langerhans com pureza de 84,25 +2,76% e com o método de isolamento e purificagao das células ndo-parenquimatosas hepaticas
obteve-se 2 x 10° células. Resultados - No grupo controle, o transplante de 3.637 + 783,3 ilhotas de Langerhans no figado, quase
normalizou a glicemia que chegou a 17,95 + 5,33 mmol/L no 2° dia do pds-operatorio (diferencga significante com relagdo ao
pré-operatorio). Do pds-operatorio imediato até o 8° dia do pds-operatdrio a glicemia nio se elevou significativamente, porém a
partir do 10° dia do pos-operatorio houve aumento significativo deste parametro, o que pode ser compativel com rejei¢ao aguda
do enxerto. No grupo de estudo, o transplante de 3.270 + 770 ilhotas de Langerhans no figado, quase normalizou a glicemia que
chegou a 17,95 £ 5,33 mmol/L no 2° dias do pds-operatorio (diferenga significante com relagio ao pré-operatorio). Do 4°ao 10°
pos-operatdrio a glicemia elevou-se significativamente, o que pode ser compativel com quadro de rejei¢do aguda do enxerto e
certamente precoce. Conclusdo - A inoculagio de células alogénicas apresentadoras de antigenos (células ndo-parenquimatosas
hepaticas) no timo de ratos imunossuprimidos e diabéticos, antes do alotransplante de ilhotas de Langerhans no figado, ao
contrario de inibir a reagdo do receptor contra o enxerto, prolongando a sobrevida média das ilhotas e, possivelmente, levando
ao estado de tolerancia imunoldgica, induziu ao processo de rejeicdo aguda precoce.

DESCRITORES - Transplante das ilhotas pancreaticas. Transplante homologo. Figado. Diabetes mellitus tipo I. Células
apresentadoras de antigenos. Ratos.

INTRODUCAO

A maior indicagio do transplante de pancreas ou de ilhotas
de Langerhans é o diabetes mellitus do tipo I, doenga em que
as células beta das ilhotas de Langerhans sao destruidas por
processo auto-imune, resultante de inter-relagdo complexa
entre fatores genéticos e ambientais desconhecidos?.

Os resultados do transplante vascularizado de pancreas
tém melhorado nos ultimos anos, no entanto, a cirurgia ¢ a

necessidade de imunossupressdo continuam sendo responsaveis
pela significativa morbimortalidade do procedimento®”.

Desde que muitos dos problemas relacionados com
este procedimento terapéutico sdao inerentes da técnica
cirurgica ou da porg¢ao exécrina do pancreas transplantado,
a simples implantagdo de ilhotas purificadas de Langerhans,
seria uma alternativa viavel.

Muito tem sido feito nos ultimos 20 anos, para o
aperfeicoamento das técnicas de transplante de ilhotas

Trabalho realizado no Departamento de Cirurgia da Universidade de Cambridge, Inglaterra.
Enderego para correspondéncia: Dr. Eleazar Chaib — Rua Embat, 206 — apt.131 — 04039-060 — Sdo Paulo, SP.

v. 43 — no.4 — out./dez. 2006 Arq Gastroenterol 321



Chaib E, Papalois A, Brons IGM, Calne RY. Alotransplante de ilhotas de Langerhans no figado de ratos submetidos a manipulagdo timica com células ndo-parenquimatosas

de Langerhans: a grande atragdo desta modalidade terap&utica
¢ de que as ilhotas podem ser injetadas, por via endovenosa,
em Orgdo bem vascularizado (como por exemplo o bago
ou o figado), evitando-se assim, a necessidade de intervencdo
cirurgica, como também, as inconveniéncias imunologicas
e inflamatorias conseqiientes do transplante de tecido
exdcrino pancreatico™ >,

Apesar dos resultados encorajadores em roedores, o
transplante alogénico de ilhotas de Langerhans em grandes
animais como também no homem, ndo tem demonstrado
producdo significativa de insulina por longos periodos!® 2%,
Por outro lado, o transplante de ilhotas de Langerhans vem
enfrentando dificuldades ndo s6 na rejeigdo imunologica, como
também problemas anatomicos especificos®?®,

Um dos principais problemas da perda do enxerto ¢ a
rejeigdo aguda. O grande passo para a sua solugdo foi dado
por POSSELT et al.?®, que obtiveram pela primeira vez a
tolerdncia ao alotransplante das ilhotas de Langerhans em
ratos, inoculando no timo destes animais as mesmas ilhotas
transplantadas em outro 6rgdo, associando dose tinica de soro
anti-linfocitario, por via sistémica.

Recentemente o presente grupo apresentou os efeitos
da inoculagdo de células dendriticas (apresentadoras de
antigenos) no timo de ratos submetidos ao alotransplante de
ilhotas de Langerhans no figado, ndo conseguindo aumento
na tolerancia imunologica, mas aceleragdo no processo de
rejeigdo aguda®.

Nesta mesma linha de investigagao, trabalhando com células
apresentadoras de antigenos, propde-se ao estudo dos efeitos da
inoculagdo de células ndo-parenquimatosas no timo de ratos
submetidos ao alotransplante de ilhotas de Langerhans no figado.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado em 64 Rattus albinus, sendo 48 doadores
fémeas, da raga Wistar (RT1Y) e 16 receptores machos, da raga
Lewis (RT1'). Agua e dieta foram administrados ad libitum.

Para a separagdo das ilhotas de Langerhans, foram utilizados
ratos fémeas, Wistar (RT1Y), de peso corpdreo entre 120 e
210 g. Para receptores das ilhotas de Langerhans utilizaram-
se ratos machos, Lewis (RT1'), com peso corpdreo entre 160
e 230 g, em que o diabetes foi induzido por inje¢do, na veia
peniana, de estreptozotocina.

A digestdo do pancreas, o método de purifica¢do de ilhotas de
Langerhans, sua separagdo, contagem e identificagdo bem como a
indugéo do diabetes mellitus ja foram descritos previamente®.

Os procedimentos cirdrgicos para retirada do pancreas do
doador bem como para o transplante de ilhotas de Langerhans
no receptor também foram descritos previamente®.

Separacio e purificacio das células ndo-parenquima-
tosas do figado

Ratos fémeas, da raga Wistar (RT 1Y), foram utilizados como
doadores de células ndo-parenquimatosas. O método utilizado
para separagdo e purificacdo dessas células, foi o descrito por
KROKOS et al.19 e esta assim resumido:
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Apbs anestesia por inalagdo com éter etilico, o animal era
submetido a laparotomia mediana, sendo a veia porta ¢ a veia
cava infra e supra-hepatica expostas. Canulava-se a veia porta
com cateter de polietileno fino, sendo a veia cava infra-hepatica
ligada com fio de algodao 4-0.

Concomitantemente a secgdo da veia cava supra-hepatica,
por onde o animal era exsanguinado, injetava-se na veia porta,
de 4 a 6 mL de solugdo de colagenase resfriada, sendo observada
distensdo da capsula do figado ¢ mudanga da coloragdo do
parénquima hepatico.

O figado era, entdo, retirado do animal doador e colocado
em frasco que continha a mesma solugdo de colagenase, sendo
entdo, transportado para o laboratorio, onde era macerado e
transformado em suspensdo, apos a digestdo pela colagenase.

O sobrenadante obtido dessa suspensdo era rico em células
nao-parenquimatosas. Um g do sedimento dessa suspensao
era purificado por centrifugagdo, num gradiente de 16% de
metrizamide, na rotagdo de 2.670 por grama durante 45 minutos
a temperatura de 4° C.

As células da interface entre as solugdes eram removidas e
lavadas por varias vezes, com solugdo de Hanks; 1 x 106 células
ndo-parenquimatosas purificadas eram colocadas em seringa
totalizando-se volume de 20 UL, para posterior inje¢ao no timo
dos animais receptores.

Os tipos celulares contidos nessa suspensdo de células
apresentadoras de antigenos (células ndo-parenquimatosas) eram
avaliados por colora¢do imunoistoquimica usando-se anticorpos
monoclonais, como descrito por BARCLAY®.

Mais de 70% das células eram positivas para ED2 e 3
(anticorpos monoclonais especificos para células de Kupffer) e
diferentes tipos de macrofagos em ratos.

Assim, essa suspensdo de células ndo-parenquimatosas
continha, aproximadamente, 60% de células de Kupffer, 30%
de macrofagos, alguns linfocitos T e B, células endoteliais e
raros hepatocitos.

Inoculagdo de células nao-parenquimatosas

Ap0s a separagdo e purificagdo das células ndo-parenquimatosas
do figado dos animais doadores (WAG - RT 1Y), suspensio celular
contendo 2 x 10° células, diluidas em 20 pL de solugdo de Hanks,
eram injetadas em cada lobo do timo dos animais receptores
(Lewis - RT1"). Utilizava-se para esse procedimento seringa de insulina
e agulha de 0,33 mm x 13 mm B-D (EUA). A inoculaco dessas
células no timo era realizada 7 dias antes do transplante de ilhotas
de Langerhans e 3 dias antes da inducao do diabetes mellitus.

Ao final deste ato, 1 mL de soro anti-linfocitario era injetado
na cavidade peritonial.

Injecdo intraperitonial de soro anti-linfocitdrio

Junto a inoculagdo das células ndo-parenquimatosas no timo
dos animais, 1 mL de soro anti-linfocitario (Accurate Scientific
Company, Westbury, EUA), era injetado na fossa iliaca direita
dos animais receptores (Lewis - RTI"), utilizando-se seringa de
insulina de 1 mL e agulha de 12 mm x 0,4 mm, 7 dias antes do
transplante de ilhotas de Langerhans e 3 dias antes da indugdo
do diabetes mellitus.
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Grupo alogénico - solu¢ao de Hanks (Controle)

Oito ratos machos, da raga Lewis (RT1"), pesando entre 140 ¢ 320
gramas, foram usados como receptores para o transplante de ilhotas
de Langerhans de doadores fémeas da raga Wistar (RT1%).

Trés dias antes da indugdo do diabetes, os animais haviam
sido submetidos a injecdo intra-timica de 20 uL de solugdo de
Hanks em cada lobo do timo.

O diabetes foi induzido nos ratos por inje¢ao endovenosa, na
veia peniana, de estreptozotocina (60 mg/kg ). Quatro dia depois
da inducdo do diabetes, o animal era anestesiado com a associagio
Hypnorm intramuscular (0,04 mL/100 g de peso corpdreo) e
Diazepan intraperitonial (0,05 mL/100 g de peso corporeo ),
colhendo-se amostra sangiiinea da veia da cauda do rato, para a
dosagem da glicemia antes da laparotomia.

O estdomago, o intestino delgado e o grosso eram envolvidos
em gaze umida e afastados para o lado direito do abdome. A
veia porta era visualizada e puncionada com Butterfly n® 23
(Venisystems, TM, Abbott, Ireland Ltd.), com agulha de 19,1 mm
e didmetro de 0,5 mm.

As ilhotas suspensas em 0,5 mL de PBS eram aspiradas em
seringa de 1 mL com solugdo salina e injetadas, via veia porta,
no figado. Apos a injecdo, a agulha era retirada da veia porta
e esponja de material absorvivel (Spongostan e Standard 70
x 50 x 10 mm, Ferrosan - Denmark) era colocada no local da
pungdo, comprimindo-se 0 vaso suavemente por 2 minutos, para
evitar-se o sangramento.

O abdome era, entdo, fechado em dois planos de sutura
continua, usando-se algofil 4-0 para o plano muscular e para a pele.
O animal era acompanhado diariamente, no pos-operatorio.

Os niveis da glicemia foram medidos antes do transplante
e valores acima de 15 mmol/L (em 2 dias consecutivos )
confirmavam o estabelecimento do diabetes e/ou rejeigao aguda
apos o transplante das ilhotas.

Grupo alogénico - células ndo-parenquimatosas

Oito ratos machos da raga Lewis (RT1") pesando entre 160 e
230 g foram usados como receptores de ilhotas de Langerhans
de doadores fémeas da raga Wistar (RT1").

Trés dias antes da indugdo do diabetes, haviam sido submetidos
a injegdo intra-timica de 2 x 106 células ndo-parenquimatosas
em 20 pL de solugdo salina, em cada lobo do timo.

O diabetes era induzido por injecao endovenosa, na veia peniana,
de estreptozotocina (60 mg/kg). Quatro dias depois da indugao, o
animal era anestesiado com a associagdo Hypnorm intramuscular
(0,04 mL/100 g de peso corporeo) e Diazepan (0,05 mL/100 g de
peso corporeo), colhendo-se uma amostra sangiiinea da veia da
cauda do rato, para dosagem da glicemia antes da laparotomia.

O estdmago, o intestino delgado e o grosso eram envolvidos em
gaze imida e afastados para o lado direito do abdome. A veia porta era
visualizada e puncionada com Butterfly n°23 (Venisystems, TM, Abbott,
Ireland Ltd ), com agulha de 19,1 mm e didmetro de 0,5 mm.

As ilhotas suspensas em 0,5 mL de PBS eram aspiradas em
seringa de 1 mL com solugdo salina e injetadas, via veia porta, no
figado. Apods a injecdo, a agulha era retirada da veia porta e esponja
de material absorvivel (Spongostan e Standard 70 x 50 x 10 mm,
Ferrosan - Denmark) era colocada no local da pungio, comprimindo-se
0 vaso suavemente por 2 minutos, para evitar-se o sangramento.

O abdome era, entdo, fechado em dois planos de sutura
continua usando-se algofil 4-0 para o plano muscular e para a pele.
O animal era acompanhado diariamente, no pos-operatorio.

Os niveis de glicemia foram medidos antes do transplante
e valores acima de 15 mmol/L (em 2 dias consecutivos)
confirmavam o estabelecimento do diabetes e/ou rejeigdo aguda
apos o transplante de ilhotas.

Andlise estatistica

Utilizou-se o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney na
comparagao entre as glicemias antes e depois do transplante de
ilhotas de Langerhans dos seguintes grupos: controle (solucao
de Hanks) x (células ndo-parenquimatosas). Para todo o estudo
foi considerado o nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

Grupo alogénico - (WAG-Lewis) — Controle - Solu¢ido
de Hanks

Cirurgia do doador

Com o método de purificacdo e separagdo das ilhotas de
Langerhans obteve-se 3.637 + 783,3 ilhotas com pureza de
85,12 + 3,52% (Tabela 1).

TABELA 1 — Grupo controle - transplante de ilhotas de Langerhans (WAG-RT1u-Lewis-RT1") - Injecdo intra-timica de solugio de Hanks

STZ Glic. Peso Glic. Glic. Glic. Glic. Glic. Glic. Ilhotas Pureza

mg dia 4 (® dia 0 dia 2 dia 4 dia 6 dia 8 >10 (n°) %
rato 1 19,2 7,34 320 31,6 7 8,8 28,4 32,8 28 3880 87
rato 2 8,7 7,98 150 18,3 6,3 4,9 7 12,8 9,7 2440 85
rato 3 11,4 6,89 220 25,8 7,1 5,8 5,4 6,4 29,8 4220 80
rato 4 11,4 7,43 185 35,9 7,3 8,3 15,5 22,7 3520 85
rato 5 12 8,23 200 35,1 8,3 8,7 27,8 2520 87
rato 6 9,6 9,65 140 20,6 7,6 7,5 16,9 13,1 13,1 3740 87
rato 7 8,4 7,57 140 18,8 7 7,4 12,5 15,3 9,7 4560 90
rato 8 11,4 6,99 220 25,8 7,1 5,8 5,4 6,4 29,8 4220 80
média 11,51 6,88 196,8 26,48* 7,21% 7,15 14,86 15,64 20,01 3637 85,12
SD 3,39 2,78 59,81 7,07 0,57 1,48 9,27 9,39 10,15 783,3 3,52

* diferente significantemente para P<0,05
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Cirurgia do receptor

A dose de estreptozotocina utilizada para a indugdo do diabetes
mellitus, nos animais deste grupo, foi de 11,51 + 3,39 mg, obtendo-
se niveis de glicemia sérica de 26,48 + 7,07 mmol/L (Tabela 1).

O transplante de 3 637 + 783,3 ilhotas de Langerhans no figado
destes animais, normalizou a glicemia que chegoua 7,21 £0,57 mmol/L
no 2° dia do pos-operatorio (diferenga significante com relagdo ao
pré-operatorio). Do pos-operatério (PO.) imediato até o 8° dia PO.,
a glicemia ndo se elevou significativamente, porém a partir do 10°
dia PO. houve aumento significativo deste parametro, o que pode ser
compativel com rejeigdo aguda do enxerto (Tabela 1). A demonstragdo
grafica destes valores pode ser observada na (Figura 1).

O tempo médio de sobrevida das ilhotas transplantadas
esta na Tabela 2.

Glicemia
mmol/L
( 30- ) [] glicemia
254

201

-7 -4 0 2 4 6 8 >10

bt

Injecdo STZ Rej. Ag

LT.+SAL Ias

|.T= intra-timica; SAL= Soro anti-linfocitdrio; STZ= Estreptozotocina; Tx= transplante; Rg. Ag.= rejeicdo aguda
FIGURA 1 — Grupo controle — Alotransplante de ilhotas de Langerhans em
ratos (WAG-Lewis). Inje¢io intra-timica de solugdo de Hanks

TABELA 2 —Sobrevida do alotransplante de ilhotas de Langerhans no figado de
ratos (WAG-RT 1u-Lewis-RT11) diabéticos e imunossuprimidos, 7
dias apGs a inoculagdo de células ndo-parenquimatosas no timo

Inoculagdo n°de Dia da reieicio Tempo médio de sobrevida
timo ratos jele das ilhotas (dias)
Solugio Hanks 8 5,5,5,7,9,9,>60,>60 9

CNP* (2 x 109 3 Tempo médio de sobrevida 5

das ilhotas (dias)

*Células ndo-parenquimatosas

Grupo alogénico - (WAG-Lewis) - Células ndo-paren-
quimatosas

Cirurgia do doador

Com o método de separacgdo e purificacdo das ilhotas de
Langerhans obteve-se 3 270 + 770 ilhotas com pureza de 84,25
+2,76% (Tabela 3).

Com o método de separagdo e purificagdo das células ndo-
parenquimatosas do figado obteve-se 2 x 10° células (Tabela 3).

Cirurgia do receptor

A dose de estreptozotocina utilizada para a indugdo do
diabetes mellitus nos animais deste grupo, foi de 12,06 = 1,86
mg, obtendo-se niveis de glicemia sérica de 34,72 + 7,04 mmol/L
(Tabela 3).

O transplante de 3.270 + 770 ilhotas de Langerhans no
figado destes animais, reduziu significativamente a glicemia
que chegou a 17,95 + 5,33 mmol/L no 2° dia P.O., por outro
lado houve aumento significativo de seus niveis nos dias
subseqiientes, o que ¢ compativel com o quadro de rejeigao
aguda e certamente precoce (Tabela 3). A demonstragdo grafica
destes valores pode ser observada na Figura 2.

Glicemia

mmol/L
( 354 ) Dglicemia

30 -

254 R

20+
15
10
5 e
0

7 -4 2 4 6 8 >10

t1of

Injecdo STZ T
LT. + SAL lhotas

1.T= intratimica; SAL= Soro antilinfocitario; STZ= Estr ina; Tx= Transpl,

FIGURA 2 — Grupo alogénico. Transplante de ilhotas de Langerhans (WAG-
Lewis). Injegdo intra-timica de células ndo-parenquimatosas

TABELA 3 — Grupo alogénico - transplante de ilhotas de Langerhans (WAG-RT1"-Lewis-RT1") - Inje¢do intra-timica de células ndo-parenquimatosas

n° STZ Glic. Peso Glic. Glic. Glic. Glic. Glic. Glic. Ilhotas Pureza

células (mg) dia 4 (g) dia 0 dia 2 dia 4 dia 6 dia 8 dia >10 n° %
rato 1 2 13,5 8,97 230 41,2 17,7 23,6 19,6 29,9 3040 85
rato 2 2 12,6 7,98 230 31,9 19,3 21,4 28,2 28,1 2880 80
rato 3 2 13,8 6,43 230 43,4 23,5 33,7 34,5 4060 87
rato 4 2 13,8 6,12 230 29,9 17,3 25,7 35,2 3760 85
rato 5 2 9,6 7,54 160 36,7 14,8 24,3 26 22,5 29,1 2960 87
rato 6 2 10 8,06 190 32,9 20,7 23,9 31,6 34 30,8 2880 85
rato 7 2 10 6,87 190 39,9 23,3 30,2 36,5 28,8 2100 80
rato 8 2 13,2 7,34 220 21,9 7 22,8 27,1 28 233 4480 85
Média 2%* 12,06 7,41 210 34,72% 17,95% 25,7* 29,83* 28,5% 26,2% 3270 84,25
SD 0 1,86 0,93 26,72 7,04 5,33 4,15 5,7 4,14 4,1 770 2,76

* diferente significantemente para P<0,05
**o valor do nimero de células é multiplicado por 106
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A média e o desvio padrio das glicemias do grupo controle
(solugdo de Hanks) comparados ao de células ndo-parenquimatosas,
estdo representados na Tabela 4.

TABELA 4 — Transplante alogénico de ilhotas de Langerhans (WAG-
RT1u-Lewis-RT1'"). Média e o desvio padrdo dos grupos:
controle (solugdo de Hanks) comparados ao de células
nao-parenquimatosas

- Células nio-
Controle solu¢dao Hanks .
parenquimatosas

Glicemia dia 0 26,48 + 7,07 34,72 + 7,04%
Glicemia dia 2 7,21 £ 0,57 17,95 + 5,33%
Glicemia dia 4 7,15 + 1,48 25,7 + 4,15 *
Glicemia dia 6 14,86 + 9,27 29,83 + 5,7%
Glicemia dia 8 15,64 + 9,39 28,5+ 4,14%
Glicemia dia >10 20,01 = 10,15 26,2+ 4,1%

* diferente significantemente para P<0,05

DISCUSSAO

O método de isolamento, purificagio e transplante isogénico
das ilhotas de Langerhans em ratos ja fora descrito®; assim,
passou-se a investigar o transplante alogénico (entre espécies), em
animais manipulados no timo com injegao de células alogénicas
apresentadoras de antigenos como as células dendriticas extraidas
do bago® e no presente estudo, com células ndo-parenquimatosas
hepaticas com intuito de induzir-se tolerancia imunoldgica.

Optou-se pela utilizago de ratos da raga Wistar, como doadores
de células (ilhotas de Langerhans e células nao-parenquimatosas
hepaticas), com complexo de histocompatibilidade maior ou
haplotipo (RT1") ¢ ratos da raga Lewis, como receptores, também,
com haplotipo conhecido (RT1') e incompativeis.

No grupo controle seriam transplantadas as ilhotas de
Langerhans, dos ratos da raga Wistar, em ratos da raca Lewis
diabéticos (por injecdo de estreptozotocina endovenosa) ja
imunossuprimidos, com dose Unica de soro anti-linfocitario, e
manipulados no timo apenas com injec¢ao de solugao tampao de
Hanks, 7 dias antes do transplante.

Neste grupo injetava-se estreptozotocina, na veia peniana
dos animais receptores, 4 dias antes do transplante de
ilhotas de Langerhans, na dosagem de 11,51 + 3,39 mg. A
dose era suficiente para a indugdo do diabetes, mostrando
que a glicemia sérica, no dia do transplante (dia 0), era de
26,48 = 7,07 mmol/L, significantemente superior aos valores
pré-operatorios.

O transplante de 3.637 + 783,3 ilhotas de Langerhans no
figado, via veia porta, foi eficiente para a normalizagdo da
glicemia que até o 4° dia PO., manteve-se igual aos valores
pré-operatorios. A partir dai, iniciou-se o processo de provavel
rejeicao aguda que se estabeleceu, definitivamente, a partir do
9° dia P.O., quando a glicemia sérica superou os niveis de 15
mmol/L, chegando no 10° PO. a 20,01 £ 10,15 mmol/L, o que
¢, significantemente superior aos niveis encontrados até o 4° dia
P.O., como demonstra a Figura 1.

Sabendo-se que o alotransplante (WAG-Lewis) das ilhotas
de Langerhans, em receptores imunossuprimidos com soro anti-
linfocitario, eram rejeitadas no 9° P.O., restava investigar se a
inoculacdo de células ndo-parenquimatosas, extraidas do figado
dos ratos doadores, atuariam como moduladoras da resposta
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imunolégica, uma vez que em estudo anterior verificou-se que
células dendriticas extraidas do bago aceleraram a rejeigdo ao
transplante de ilhotas de Langerhans no figado de ratos, ao invés
de induzir a tolerancia imunoldgica®.

O rationale para esta inferéncia seria que as células
apresentadoras de antigenos (células ndo-parenquimatosas
hepaticas), provindas dos animais doadores, quando injetadas
no timo dos animais receptores, entrariam em contato direto
com este 6rgdo e, por conseguinte, com os linfocitos T e B, que
por certo sdo os responsaveis pela aceitagdo ou rejeigdo dos
transplantes de 6rgaos.

Supondo-se que durante a génese e maturagao, no timo, dos
linfocitos T e B estes reconhecessem as células apresentadoras
de antigenos (células ndo-parenquimatosas hepaticas) como
proprias, provavelmente ndo rejeitariam as ilhotas de Langerhans
que, posteriormente, seriam transplantadas, provindas, também,
dos mesmos doadores, conseguindo-se com isto a obtengao de um
estado de ndo resposta imunoldgica ou tolerancia ao transplante,
como conseguiu POSSELT et al.®», quando injetou as proprias
ilhotas de Langerhans, que seriam transplantadas posteriormente,
no timo dos animais receptores.

O presente grupo de estudo baseou-se no alotransplante
de ilhotas de Langerhans com inoculagdo timica de células
nio-parenquimatosas.

Uma semana antes do alotransplante das ilhotas os
animais receberam, em cada lobo do timo, 2 x 10° células
ndo-parenquimatosas purificadas, ao mesmo tempo em que era
administrado, intraperitonialmente, o soro anti-linfocitario.

A injegdo de 12,06 + 1,86 mg de estreptozotocina na veia peniana
dos animais, 4 dias antes do alotransplante, elevou a glicemia sérica
aniveis de 34,72 £ 7,04 mmol/L, o que ¢ significantemente superior
aos niveis pré-operatorios, tornando-os, assim, ratos diabéticos.

O transplante de 3 .270 + 770 ilhotas no figado, por via
portal, fez com que a glicemia sérica tivesse queda significante
(17,95 + 5,33 mmol/L) no 2° dia P.O., porém ainda um pouco acima
dos limites da normalidade adotados no presente estudo.

Com isso, pode-se observar que ou a glicemia sérica apos
o transplante das ilhotas nunca chegou a niveis inferiores a
15 mmol/L ou os animais iniciaram o processo de rejeigao
aguda no 1° dia P.O., caracterizando-se com isso, 0 mesmo fato
ocorrido com o grupo de estudo das células dendriticas® ou
seja, rejei¢do aguda precoce.

O mecanismo celular envolvido na rejeigdo aguda dos
alotransplantes é complexo e o papel preciso das varias
subpopulagdes de células T neste processo , continua obscuro.

Muitos estudos tém mostrado que as células CD+4
sdo os pivos da indugdo da rejeicdo> 'Y, enquanto outros
estudos tém também identificado a ativagdo dependente das
células CD+4 das células T citotoxicas (CD+8) como um
importante mecanismo efetor na rejeigdo dos alotransplantes
com complexo de histocompatibilidade, classe I e classe II,
incompativeis(4 1719,

A expressdo celular do antigeno do complexo de
histocompatibilidade maior classe Il ¢ considerada como
mecanismo envolvido na iniciagdo ou na perpetuagdo da
destrui¢ao mediada imunologicamente que ocorre em doengas
auto-imunes® e na rejei¢do de alotransplantes®@?,
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No transplante de ilhotas, um decréscimo nas células das
ilhotas que expressam antigenos classe II esta correlacionado
com o prolongamento da sobrevida dos enxertos®.

Dentro das ilhotas de Langerhans, células classe 11
positivas residem com células endécrinas que normalmente
ndo expressam antigenos classe II, porém apenas pequenos
niveis de antigenos classe [(/* 19,

Essas células classe II positivas “leucocitos passageiros”,
células dendriticas ou apresentadoras de antigenos sdo necessarias
para a apresentagdo do antigeno para o hospedeiro ou na produgéo
de um co-estimulador (citokina primaria ou secundaria) para
ativagdo do processo do antigeno pelo hospedeiro, que resultaria
na iniciagdo da rejei¢do do enxerto!?.

As ilhotas podem ser preparadas de pancreas de ratos
neonatos que estdo sem células apresentadoras de antigenos como
também transplantadas contra grande diferengas de antigenos de
histocompatibilidade, sem rejei¢ao ou imunossupressao!' 19,

A rejeicdo de alo-ilhotas de Langerhans isoladas mostra um numero
de achados que sdo tipicos da rejeicao de 6rgaos vascularizados,
como também de outros alotransplantes como: controle genético®?,
laténcia® %1129, dependéncia da dosagem® 'V, expressao sistémica'?,
dependéncia da célula T®,

Descarta-se a possibilidade de “primary non-function” neste grupo
(células ndo-parenquimatosas) visto que houve queda significativa
dos valores glicémicos antes e depois do alotransplante de ilhotas.
Outro fator que poderia colaborar para explicagdo deste fato é que
quando se compara a glicemia no dia do alotransplante de ilhotas
(dia 0) entre os trés grupos (controle x células nao-parenquimatosas),
verifica-se que a do grupo de células ndo-parenquimatosas ¢, em média,

amais elevada que os demais sendo esta diferenga estatisticamente
significante. Portanto, a queda da glicemia foi importante, porém
como estes animais partiram de um patamar mais elevado, talvez
o numero de ilhotas transplantadas tenha sido insuficiente para
normalizar niveis glicémicos tao elevados.

O tempo médio de sobrevida das ilhotas de Langerhans,
neste grupo, ndo foi superior a 2 dias, denotando também que
a inoculagdo de células ndo-parenquimatosas no timo destes
animais, ao contrario de possibilitar a melhor aceitagdo do
enxerto como se supunha inicialmente, levou a aceleragdo do
processo de rejeicdo aguda por estes animais.

Para se ter uma idéia do conjunto dos grupos de alotransplante
de ilhotas de Langerhans estudados e de suas respectivas alteragdes
glicémicas pode-se observar a Figura 2.

Por fim, apesar deste estudo ndo ter obtido a indugdo de
tolerancia nos alotransplantes de ilhotas de Langerhans como esta
demonstrado acima, deve-se por questio de justica e homenagem
histérica mencionar que o fendmeno da tolerancia imunoldgica
foi descrito, pela primeira vez, por BILLINGHAM et al.%,
sustentando a promessa que os transplantes clinicos poderiam
ser feitos sem o uso da imunossupressao.

Deste modo, apds a observagao dos resultados deste estudo,
fica aberta esta linha de pesquisa, na area de imuno-modulagao
de transplantes de ilhotas de Langerhans, experimental e clinico,
na esperanga de que futuros pesquisadores dediquem-se a esta
causa, 0 que por certo, em futuro proximo, contribuira de modo
definitivo para o controle do diabetes mellitus, poupando-se, com
isso, o sofrimento e a dor de milhdes de pacientes afetados por
esta doenga, em todo o mundo.

Chaib E, Papalois A, Brons IGM, Calne RY. Allogenic islet transplantation on the rat liver after allogenic nonparenchymal cells injection in the

thymus. Arq Gastroenterol. 2006;43(4):321-7.

ABSTRACT — Background - The major indication for pancreas or islet transplantation is diabetes mellitus type I. This process has to supply
the insulin necessity keeping glucose under control. Aim - We studied allogenic islet transplantation on the rat liver, Wistar (RT1") to
Lewis (RT1') as a recipient. Control group (n = 8) and nonparenchymal cell group (n = 8) respectively with injection of Hanks solution
and nonparenchymal cells in the thymus before islet transplantation. Material and methods - With the method of isolation and purification
of the islets we obtained both in the control group 3.637 + 783,3 islets with purity of 85 + 3,52% and nonparenchymal cell group
3.270 + 770 islets with purity of 84,25 + 2,76%. The nonparenchymal cells were retrieved from the liver and we obtained 2 x 106 cells.
Diabetes was induced by i.v. streptozotocin. Results - Control group the transplantation of 3.637 + 783,3 islets in the rat liver normalized
glucose test, 7,21 + 0,57 mmol/L in the 2nd postoperative day. Acute rejection came in the 6th postoperative day with significantly increase
of glucose test in nonparenchymal cell group, the transplantation of 3.270 + 770 islets in the rat liver, almost normalized the glucose test was
17,95 £+ 5,33 mmol/L in the 2nd postoperative day. From the 4th postoperative day to 10th postoperative day. The glucose test increase
significantly showing an early acute rejection. Conclusion - The injection of nonparenchymal cells in the thymus before allogenic islet

transplantation in the rat liver lead to an early acute rejection.

HEADINGS - Islet of Langerhans transplantation. Transplantation, homologous. Liver. Diabetes mellitus, type I. Antigen-presenting cells. Rats.
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