REVISTA PORTUGUESA DE ENDOCRINOLOGIA, DIABETES E METABOLISMO | 2007 | 02 Artigos de Revisdo

57 ...

Transplante de células dos ilhéus
pancreaticos — O estado da arte

Selma B. Souto?, Daniel Carvalho Braga?, José Luis Medina®
I Interna Complementar de Endocrinologia. Hospital de S. Joao; ? Assistente Graduado de Endocrinologia. Hospital de S. Jodo; *Director do
servico de Endocrinologia. Hospital de S. Jodo. Professor Catedratico da Faculdade de Medicina da Faculdade do Porto

Correspondéncia:
Dra. Selma Souto > Servico de Endocrinologia. Hospital de S. Jodo > Alameda Prof. Herndni Monteiro » 4200-319 Porto
E-mail: selmasouto@yahoo.com

RESUMO

A Diabetes mellitus (DM) é um distdrbio metabdlico que afecta mais de 200 milhdes de pessoas. A
terapéutica de sobrevivéncia para a DM tipo 1 consiste na injeccdo diaria de insulina subcutanea.
Uma alternativa a esta terapéutica € o transplante de ilhéus pancreaticos, com melhoria da quali-
dade de vida dos doentes. Estudos recentes revelaram que 7 doentes com DM 1 com histéria de
hipoglicemia severa e instabilidade metabdlica, submetidos a transplante de ilhéus mantiveram-se
insulino-independentes durante 1 ano apds a transplantacdo. Desde a divulgacdo destes estudos,
o transplante de ilhéus avancou consideravelmente, tendo sido jé realizados transplantes de ilhéus
apos transplante de rim, transplante usando ilhéus de dadores cadavéricos, de dador Unico e de
dador vivo. N&@o obstante, na sequéncia dos resultados altamente promissores obtidos em estudos
posteriores, parece ser necessario aperfeicoar as técnicas de isolamento de células insulares e desen-
volver drogas imunossupressoras mais seguras para optimizar os resultados da transplantagéo.
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SUMMARY

Diabetes mellitus (DM) is a disturbance affecting more than 200 millions of people worldwide. The
surveillance for DM type 1 consists of daily insulin subcutaneous administration. A suitable alter-
native would be the pancreatic islets transplantation, with enhanced life quality of patients. Recent
studies revealed that 7 patients with DM type 1 with severe hypoglycaemic history and metabolic
unbalance, submitted to islets transplantation remained insulin-independent over 1 year after
transplantation. Since publication of such studies, islet transplantation methodology has developed
considerably, having already been performed islet transplantation after kidney transplantation,
transplants using islet from cadaver donors, from single donor and from alive donor. Nonetheless,
according to promising results obtained, it seems necessary to improve islet cells isolation techniques
and to develop safer immunosuppressive drugs in order to optimize the results of transplantation.
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INTRODUCAO de 366 milhoes de diabéticos em 20302 Histo-
ricamente, a DM era considerada uma doenga

A Diabetes mellitus (DM) é um disturbio aguda fatal, que culminava no coma hiper-
metabolico que afecta mais de 200 milhdes de  glicémico. No entanto, com a descoberta da
pessoas em todo o Mundo!, estimando-se cerca  insulina e a sua utilizagao terapéutica ha cerca
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de 80 anos, tornou-se numa doenca crénica, na
qual os doentes podem esperar uma vida longa,
enfrentando ndo obstante as complicacdes a
longo prazo®.

A DM tipo 1 representa um desafio terapéu-
tico e permanece uma grande responsabilidade
para o doente e para a familia. Actualmente, a
terapéutica de sobrevivéncia para estes doentes
consiste na injecgdo didria de insulina subcuta-
nea (s.c.). O DCCT (Diabetes Control and Compli-
cations Trial) refere que a terapia intensiva com
insulina melhora a hemoglobina glicosilada
(HbAlc) e protege das complicag¢des?, mas ve-
rifica-se que este controlo glicémico apertado
aumenta o risco de eventos hipoglicémicos
sérios, incluindo convulsdes e coma. Cerca de
10% dos doentes sdo extremamente sensiveis a
insulina, tendo elevado risco de neuroglicope-
nia e, @ medida que perdem a capacidade de
reconhecer a hipoglicemia, os episédios podem
ser dificeis de controlar?.

As estratégias alternativas a insulinoterapia
s.c. incluem a insulina inalada, as bombas infu-
soras, o transplante total ou segmentar de pan-
creas e, mais recentemente, a transplantacdo de
ilhéus pancredticos®. O transplante de pancreas
pode curar a DM tipo 1. No entanto, devido as
co-morbilidades, este ndo pode ser aplicado a
todos os doentes. O transplante de ilhéus pan-
credticos pode, por isso, ser considerado uma
alternativa promissora, uma vez que evita a
cirurgia, a anestesia geral e as complicacdes
relacionadas com a fung¢do exécrina®.

HIS'l:()RIA DO TRANSPLANTE DE
ILHEUS

A primeira referéncia a transplante de
ilhéus pancreaticos reporta a Dezembro de
1893, vinte e oito anos antes da descoberta da
insulina. Williams e Harsant, em Bristol, Reino
Unido, transplantaram porgdes de pancreas de
carneiro, por via s.c., num jovem de 15 anos em
cetoacidose diabética e, apesar de se ter verifica-
do melhoria no seu controlo glicémico, o jovem
que ndo estava imunossuprimido faleceu trés
dias apds o transplante®®.

A grande evolucdo na terapéutica da DM 1
foi em 1920, com a descoberta da insulina, por
Banting e Best, em Toronto”. O passo seguinte
na terapéutica foi a realizacdo do primeiro
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transplante de pancreas, na Universidade do
Minnesota, em 1966, por Kelly e Lillehei®. Os re-
sultados foram no entanto catastréficos, tendo-
se obtido uma taxa de mortalidade de 60%, com
menos de 3% de transplantes funcionais ao fim
de 1 ano. A faléncia do processo de transplante
estaria relacionada com altas doses de corticote-
rapia usadas no regime imunossupressor e com
orisco elevado de infec¢des oportunistas'®!!. No
entanto, os avancos na técnica cirdrgica, na
imunossupressdo, na profilaxia antiviral e na
monitoriza¢do pés-transplante, tiveram impac-
to na reducdo da morbi-mortalidade associadas
ao procedimento!>13,

Nos ultimos anos, tem havido um interesse
crescente na transplantagdo apenas da porgdo
enddcrina do pancreas®. Em 1967, Lacy e cola-
boradores deram um grande contributo para o
inicio da transplantacdo de ilhéus, conseguindo
distender o ducto pancredtico com uma solucdo
salina, seguido de digestdo enzimatica do pan-
creas com colagenase, descobrindo que os ilhéus
poderiam ser separados do tecido acinar dige-
rido com base na sua densidade diferencial.
O mesmo grupo fez o primeiro transplante de
ilhéus em ratos em 1972'>. No ano seguinte,
Reckard e Barker conseguiram pela primeira vez
curar a DM induzida quimicamente em ratos,
através da transplantacdo de um grande niume-
ro de ilhéus na cavidade peritoneal's. Kemp e
colaboradores foram os primeiros a desenvolver
o local intraportal para implantacdo dos ilhéus,
que actualmente permanece como sendo o mais
favoravel, e o inico com sucesso clinico'’.

Em 1980, um grupo de investigadores do
Minnesota efectuou auto-transplantacéo de
ilhéus em doentes apds pancreatectomia por
pancreatite cronica, tendo verificado que, ao
infundir mais de 300.000 ilhéus, a taxa de in-
sulino-independéncia em 2 anos era de 70%1%#1°.
Dos 267 transplantes efectuados entre 1990 e
2000, apenas em 12,4% dos casos, os doentes
ficaram insulino-independentes por periodos
superiores a 1 semana e 8,2% superiores a 1
ano®.

Os resultados obtidos com transplantes de
ilhéus em humanos apresentaram-se desencora-
jadores até ao ano 2000, altura em que Shapiro
e colaboradores publicaram um estudo realizado
na Universidade de Alberta, Edmonton, no qual
7 doentes com DM 1 com histéria de hipoglice-
mia severa e instabilidade metabdlica, foram
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submetidos a transplante de ilhéus tendo-se
mantido insulino-independentes durante 1 ano
ap6s a transplantacéo’?. A proposta de trata-
mento resultante deste estudo ficou conhecida
como Protocolo de Edmonton?.

Apés a divulgacdo deste protocolo, a trans-
plantacdo de ilhéus avangou consideravelmen-
te, tendo sido ja realizados transplantes usando
ilhéus de dadores cadavéricos em Kyoto, em
2004, e de dador unico e de dador vivo, no Esta-
do do Minnesota e em Kyoto, respectivamente,
em 20053

PROTOCOLO DE EDMONTON

Os 7 doentes transplantados pelo grupo de
Shapiro receberam duas infusdes de ilhéus de
dois ou mais pancreas de dadores em morte
cerebral®. Um dos doentes, o0 mais obeso, re-
cebeu uma terceira infusdo com ilhéus de dois
dadores. A segunda infusdo foi realizada numa
meédia de 29 dias apds a primeira. A média do
numero total de ilhéus necessdria para trans-
plante foi de 11547+1604 IE (equivalentes de
ilhéus)/Kg de peso corporal. O volume médio
infundido foi de 3,5+1,3 mL, sem alteracdes
significativas na pressdo portal. Os doentes
foram seguidos por um periodo médio de 11,9
meses, com um tempo médio de hospitalizacdo
de 2,3 dias.

Os resultados obtidos foram encorajadores,
com reducgdo das necessidades de insulina em
todos os doentes apds o primeiro transplante,
tendo ficado insulino-independentes quando
um numero suficiente de ilhéus foi transplanta-
do?. Obteve-se ainda normalizac¢do da HbAlc
e diminuicdo significativa da amplitude mé-
dia das excursdes glicémicas (MAGE) (198+32
mg/dL antes da transplantacdo para 119+37
mg/dL apés a primeira infusdo e 51+30 mg/dL
apés atingir a insulino-independéncia). No
entanto, o doente que recebeu menor niumero
de ilhéus necessitou de 4 a 10 Ui de insulina por
dia, em quatro ocasides por motivo de doenca,
e um outro necessitou por igual motivo um
suplemento de 7 Ui de insulina, igualmente
por motivo de doenca. Nenhum dos doentes
manifestou novos episédios de hipoglicemia,
apresentando por isso mudancas significativas
na sua qualidade de vida. Em todos os doentes
a concentragdo de peptideo C era indetectavel
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antes da transplantacdo, e trés a seis meses
ap6s o procedimento, todos apresentavam ni-
veis plasmaticos de peptideo C dosedveis, ndo
tendo sofrido diminuicéo da sua concentracao
durante o seguimento. Ndo houve alteracdes
significativas nos testes de funcdo hepatica
e ndao foram constatados casos de trombose
portal. Nao houve episodios de rejeicdo celular
aguda e nenhum dos doentes faleceu.

Foram ainda analisados os anticorpos (Ac’s)
anti-insulina, anti-ilhéus 512 e anti-GAD antes
e depois do transplante, verificando-se que a
concentracdo média dos Ac’s anti-insulina di-
minuiu (de 0,26+0,06 Ul para 0,07+0,03 Ul) e
que os Ac’s anti-GAD foram indetectdaveis antes
e depois do transplante®. Um dos 4 doentes, em
que se obteve o resultado dos Ac’s anti-ilhéus
512, apresentava positividade antes e depois
do transplante. Os testes de tolerancia a glicose
oral, realizados apds a insulino-indepéndéncia
verificaram que em nenhum dos casos havia
critérios de DM (segundo a ADA - American
Diabetes Association) apds transplante.

Nos dois primeiros procedimentos reali-
zados, houve hemorragia moderada no local
de puncdo transhepatica, com necessidade de
suporte transfusional, tendo sido evitada nos
seguintes pela reducdo da dose de heparina
intraportal®. Todos os doentes tiveram ulceras
superficiais da mucosa oral. Néo houve casos
de citopenia, nem aumentos significativos da
concentracdo lipidica ou da creatinina durante
0 seguimento. Ndo obstante, ndo houve segui-
mento suficiente para avaliar as complicacoes
secundarias da diabetes.

Com base neste estudo foi criado o Protocolo
de Edmonton para a transplantac¢do de ilhéus
pancreaticos, o qual apresenta os seguintes
elementos-chave:

I. Seleccdo de doentes com DM tipo 1 ha

mais de 5 anos, com niveis de peptideo
C estimulado negativo, que sofram de
hipoglicemias severas recorrentes ou DM
labil ou instavel?;

II. Dadores de pancreas em morte cerebral,
com preservacdo do érgdo numa solugdo
fria da Universidade de Wisconsin (UW)
com minimo tempo de conservacgdo?!;

I1I. Isolamento de ilhéus pancreaticos:

¢ Infusdo de colagenase no ducto pan-
credatico principal com método de
controlo da pressao?;
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e Digestdo do pancreas usando o sistema
Ricordi?};

e Purificacdo dos ilhéus mediante a
técnica de separacdo sobre Ficoll,
num processador de células COBE
299120,21;

e Remocdo de xenoproteinas no processo
de isolamento, usando albumina hu-
mana3?};

IV. Transplantacdo imediata dos ilhéus iso-
lados por infusdo simples por acgdo da
gravidade?; com um minimo de 10000
IE/kg de peso corporal administrado a
cada doente, em 2 ou 3 infusdes sequen-
ciais®2°.

V. Regime imunossupressor livre de corticos-
teréides consistindo da indugdo com da-
cluzimab (anticorpo monoclonal - CD25
mAb) em associag¢do a sirolimus e baixa
dose de tracolimus®7:2.

Cerca de 9 meses apds a divulgagdo do
Protocolo de Edmonton, este grupo ampliou
a amostra para 12 doentes DM tipo 1, com
um seguimento médio de 10 meses’. Todos
os doentes recuperaram a insulino-secrecéo e
tiveram reducdo da HbAlc. Dos 12 doentes,
5 apresentaram melhoria da intolerancia a
glicose e 3 tiveram DM poés transplante, com
necessidade de antidiabéticos orais ou uma
baixa dose de insulina. Em 11 dos 12 doentes
a insulinoindependéncia ocorreu apdés 8000
EI/Kg de peso terem sido transplantados. Ne-
nhum doente morreu e o sucesso na obtencdo
de glicose em jejum normal foi de 80% 1 ano
ap6s a transplantacao’.

PROGRESSOS APOS PROTOCOLO
DE EDMONTON

Desde que o Protocolo de Edmonton foi
divulgado, a transplantacdo de ilhéus pan-
creaticos avancou consideravelmente, com a
realizacdo de transplante combinado de ilhéus
e de rim, de transplante de ilhéus pancreaticos
ap6s transplante renal, e de transplante usando
dadores cadavéricos, dadores inicos e dadores
Vivos.
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TRANSPLANTE DE ILHEUS APOS TRANS-
PLANTE RENAL E TRANSPLANTE COMBI-
NADO DE ILHEUS E RIM

A DM tipo 1 pode conduzir a insuficiéncia
renal terminal com necessidade de transplante
renal, sendo nestes casos de ponderar a reali-
zagdo de transplante combinado de pancreas
e de rim. Quando existe contra-indicag¢do para
este transplante, uma alternativa aceitavel é o
transplante combinado de ilhéus e de rim?2. Por
sua vez, os doentes ja submetidos a transplante
renal sdo bons candidatos a transplante de
ilhéus, no sentido de obter um melhor controlo
glicémico e prolongar a sobrevida do enxerto
renal existente.

Bertuzzi e colaboradores transplantaram
ilhéus em 15 doentes DM tipo 1 com enxerto
renal e sob imunossupressdo com corticéides
e ciclosporina?. Apés o transplante, os doen-
tes alteraram o regime imunossupressor para
globulina anti-linfocitdria, ciclosporina, mico-
fenolato de mofetil e metilprednisolona, tendo
verificado aumento do peptideo C, reducdo para
metade das necessidades de insulina, insulino-
independéncia durante 1 ano (em 10 doentes)
e HbAlc < 6,2%.

Em 2006 foi publicado um estudo por Toso
e colaboradores, o qual avaliou a eficacia e a
seguranca da utiliza¢do do regime imunossu-
pressor do Protocolo de Edmonton em receptores
de ilhéus apds transplante renal®?. Foram trans-
plantados 8 doentes diabéticos tipo 1, com pep-
tideo C negativo e enxerto renal funcionante,
todos com complicagdes da diabetes, dos quais
5 doentes com mau controlo glicemico e hipo-
glicemias ndo reconhecidas. As necessidades de
insulina antes do transplante eram de 0,52+0,1
U/Kg de peso corporal e a HbAlc 7,7+0,6%. O
tempo médio entre o transplante renal e a pri-
meira infusao dos ilhéus foi de 9,8+7,3 anos.

Assim que os doentes eram inscritos na lista
de espera para transplante de ilhéus, iniciava-se
a reducgdo da corticoterapia e a transplantacdo
s6 era considerada em doentes a fazer < 5 mg
de prednisona®*?:. Em 2 doentes, iniciou-se a
reducdo da corticoterapia antes do transplante
que apenas foi suspensa 3,5 e 4,5 meses apds
a infusdo de ilhéus. Os restantes 9 doentes en-
contravam-se sem corticoterapia no momento
da transplantacdo. Apéds o transplante foram
submetidos a imunossupressdo com sirolimus,
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tacrolimus e dacluzimab. Verificou-se insulino-
independéncia em todos os doentes, dos quais
5 se mantiveram insulino-independentes 11 a
34 meses apo6s transplantagdo, com valores de
HbA1lc e MAGE normais. Um doente re-iniciou
insulinoterapia aos 19,5 meses, embora tenha
mantido bom controlo glicémico (HbA1c<6,5%)
e peptideo C positivo. Dois doentes mantiveram-
se insulino-independentes por 3 e 10 meses, e
perderam a fungdo dos ilhéus aos 5 e 4 meses
apos o transplante, demonstrada pela ausén-
cia de peptideo C?*2. Os valores de anticorpos
anti-GAD, anti-insulina e anti-ilhéus perma-
neceram estaveis, quando comparados com 0s
valores pré-transplante, excepto um aumento
do anticorpo anti-GAD em 3 doentes, os quais
se mantiveram insulino-independentes?.

Relativamente a fungdo renal, verificou-se
que a clearance da creatinina se manteve esta-
vel, excepto num doente que ja apresentava
um valor < 50 mL/min antes do transplante?.
Um dos doentes manifestou rejeicdo humoral,
tendo de ser tratado com imunoglobulina e.v.
em altas doses, com normaliza¢do posterior da
funcdo renal.

Neste estudo houve varios efeitos secunda-
rios severos, nomeadamente hemorragia ap6s
acesso portal percutdneo, pneumonia severa
atribuida a toxicidade do sirolimus, perda do
enxerto renal apds descontinuacdo da imu-
nossupressdo, rejeicio humoral reversivel do
rim e febre de origem desconhecida*. Houve
um caso de rejeicdo em um doente que tinha
efectuado corticoterapia por varios anos antes
do transplante de ilhéus, sendo preferivel nestes
casos, manter uma dose baixa de corticoterapia
no tratamento imunossupressor. Outros efeitos
secundarios foram as complicac¢des infecciosas
(e.g. infecgdes urindrias, respiratdrias, micose
vaginal e infeccdo anal por herpes simples),
hematoldgicas (e.g. trombocitopenia, anemia,
leucopenia), e outras complica¢des, como ulce-
ras da mucosa oral, edema periférico, diarreia,
rash e poliartrite. Dos 7 doentes medicados com
estatinas, 4 manifestaram um aumento do co-
lesterol sérico, com necessidade de intensificacdo
terapéutica, e em 2 doentes houve necessidade
de aumentar a dose de anti-hipertensor.

Toso e colaboradores propuseram os seguin-
tes critérios de inclusdo para o transplante de
ilhéus apds transplante de rim?
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1. clearance de creatinina >50 mL/min

II. proteinuria <0,5 g/dia

III. necessidades de insulina <0,7 U/Kg/

dia

IV. IMC <27 Kg/m?

V. peso <80 Kg e <75 Kg para homens e

mulheres, respectivamente.

Neste estudo, 3 doentes ndo apresentavam
estes critérios, 1 tinha clearance de creatinina <
50 mL/min, tendo perdido a fungdo do enxerto
de ilhéus aos 5 meses, e 2 doentes apresentavam
necessidade didria de insulina suplementar,
tendo um destes perdido a fun¢do do enxerto
aos 4 meses?2. Estes autores concluiram que
a imunossupressio usada estava associada a
efeitos secunddrios significativos, e que apenas
os doentes com funcdo estavel do enxerto renal
poderiam ser submetidos a esse tratamento. No
entanto, a razdo risco/beneficio néo esta ainda
estabelecida, sendo necessaria a realizacdo de
mais estudos, utilizando um numero estatisti-
camente significativo de doentes.

TRANSPLANTE DE ILHEUS PANCREATICOS
DE DADORES CADAVERICOS

Uma das possibilidades para ultrapassar a
escassez de pancreas para isolamento de ilhéus
€ o recurso ao uso de pancreas de dadores ca-
davéricos, e ndo apenas de dadores em morte
cerebral>?*%. Ndo obstante, encontram-se pu-
blicados poucos estudos sobre a utilizacdo de
pancreas de caddveres.

No Japdo, os dadores de pancreas limitam-
se a dadores cadavéricos ou dadores vivos, sendo
ilegal o uso de pancreas de dadores em morte
cerebral?+2527, Por este motivo, foram feitas mo-
dificacdes ao método de isolamento de Ricordi,
de modo a melhorar o isolamento de ilhéus de
dadores cadavéricos, sendo este procedimento
actualmente denominado de método de isola-
mento de ilhéus de Kyoto*2.

No método de isolamento de ilhéus de
Kyoto, é efectuada a colheita do pancreas do
cadaver mediante uma técnica de arrefecimen-
to rapido, reduzindo o tempo de isquemia a
quente>?2+25 Imediatamente apds a colheita,
faz-se a infusdo de solucdo ET-Kyoto no ducto
pancredtico®?#. A esta solugdo é adicionado
um inibidor da tripsina, i.e. o ulinastatin®2"2,
Em seguida, o pancreas é colocado numa so-
lucdio conservante usando o método de dupla
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camada modificado (solucdo ET-Kyoto/PFC
oxigenado) para o transporte até ao laboratério
de isolamento®?!?>, Posteriormente, efectua-se a
digestdo pancredtica com colagenase, contendo
inibidor da tripsina num sistema automatico
de isolamento de ilhéus. Na purificacdo usa-se
o iodixanol em vez de Ficoll, devido ao baixo
nivel de endotoxina e baixa viscosidade, sendo
menos agressivo para os ilhéus>2!.

Na Universidade de Alberta, Edmonton, foi
demonstrado que o isolamento de ilhéus era su-
perior quando se usava um inibidor da tripsina
(ulinastatin), principalmente se o pancreas fosse
preservado por um periodo longo®. No entanto,
o ulinastatin ndo se manifestou eficaz no iso-
lamento de ilhéus de dadores cadavéricos com
o método de isolamento de Ricordi.

O primeiro transplante de ilhéus de dadores
cadavéricos em humanos no Japdo foi realizado
em 2004°. Nagata e colaboradores isolaram os
ilhéus pancreaticos, seguindo-se o transplante
em 4 doentes que cumpriam os critérios do
Protocolo de Edmonton. Em todos os casos veri-
ficou-se a reducdo das necessidades de insulina
(0,6+0,1 U/Kg para 0,3+0,1 U/Kg) e da HbA1lc
(8,0+0,4% para 5,1+0,2%)*.

Estudos que compararam a produgdo e a
viabilidade entre ilhéus de dadores cadavéricos
e de dadores em morte cerebral, demonstraram
que a quantidade e a qualidade de ilhéus de da-
dores cadavéricos era aceitavel®. A producao foi
12,6% superior a de dadores em morte cerebral,
com viabilidade comparavel.

TRANSPLANTE DE ILHEUS PANCREATICOS
DE DADOR UNICO

A insulino-independéncia pode obter-se
realizando-se transplante de ilhéus de dador
unico cadavérico?.

Na Universidade do Minnesota foi demons-
trado que se poderiam usar ilhéus de dador
unico, sendo necessarios alguns cuidados, no-
meadamente, a excluséo de dadores com idade
>50 anos, evitar a utilizagdo de agentes téxicos
para os ilhéus durante o processamento, fazer a
cultura dos ilhéus por um periodo de dois dias,
iniciar um tratamento imunossupressor e anti-
inflamatério pré-transplante, realizar insulino-
terapia agressiva peri-transplante, e minimizar
a exposicdo a inibidores da calcineurina®.

Se durante o periodo de cultura dos ilhéus,

62

REVISTA PORTUGUESA DE ENDOCRINOLOGIA, DIABETES E METABOLISMO | 2007 | 02

o doente estiver a fazer imunossupressdo e
anti-inflamatoérios minimiza-se o problema da
reducdo da producdo dos ilhéus que esta habi-
tualmente associado a cultura®. A utilizacdo
de dador unico apresenta ainda a vantagem
de aumentar a seguranca e reduz os custos
associados ao procedimento.

Relativamente a idade do dador, sabe-se
que os ilhéus de dadores mais velhos séio menos
funcionais; em contrapartida, o isolamento em
dadores novos €, no entanto, mais dificil. Porém,
se um numero suficiente de ilhéus for isolado de
dadores mais novos podem obter-se ilhéus de
elevada qualidade. Para evitar toxicidade dos
ilhéus, utiliza-se iodixanol na purificacdo, tal
como acontece no método de Kyoto.

TRANSPLANTE DE ILHEUS PANCREATICOS
DE DADOR VIVO

A transplantacdo de ilhéus a partir de um
dador vivo apresenta a vantagem do pancreas
ndo ter ainda sofrido acgdo de citoquinas, o
que acontece quando ocorre morte cerebral>?’.
Por outro lado, pode estimar-se previamente a
qualidade dos ilhéus avaliando a capacidade
dos mesmos secretarem insulina. Uma outra
vantagem reside na possibilidade de se iniciar
a imunossupressdo antes do transplante.

Para obter o 6rgdo, o dador é submetido
a pancreatectomia distal, com posterior isola-
mento de ilhéus a partir da cauda do pancreas,
e infusdo dos mesmos no receptor®.

Na Universidade do Minnesota verificaram-
se complica¢des em 3 a 5% dos dadores vivos,
designadamente, fistula pancredtica, hemorra-
gia e pancreatite®. Um outro factor de risco ine-
rente diz respeito ao possivel desenvolvimento
de DM no dador, o que pode acontecer quando
mais de 50% do pancreas é removido. Este risco
pode ser reduzido consideravelmente se o dador
ndo for obeso, se tiver Ac’s anti-ilhéus negativos
e PTGO normal. No entanto, estas precaucdes
ndo eliminam por completo este risco.

O primeiro transplante de ilhéus de dador
vivo, ocorreu em 2005, em Kyoto, tendo sido
realizado num doente com DM instavel e com
episédios de hipoglicemias severas ndo reco-
nhecidas, a fazer insulinoterapia intensiva?s3!.
O dador foi a mae que, previamente ao trans-
plante, apresentava concentracdes de glicose e
de insulina na PTGO normais, com HbAlc de
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5%, sem outros familiares com DM, e uma TAC
abdominal que revelou pancreas com anatomia
normal®*3!. O receptor iniciou sirolimus e tacro-
limus uma semana antes do transplante, no
sentido de se obterem concentrac¢des sanguineas
adequadas de imunossupressores no momento
da infusdo. Para colheita do pancreas, o dador
foi submetido a laparotomia com pancreatec-
tomia distal e esplenectomia, e foram isolados
mais de 408114 IE, os quais foram transplan-
tados imediatamente. O dador ndo teve inter-
corréncias no pds-operatorio.

O receptor ficou insulino-independente 22
dias apés o transplante por um periodo supe-
rior a 3 meses, o peptideo C foi positivo, nao
ocorreram mais episédios de hipoglicemia®?!,
e a HbAlc desceu (9,9% para 6,2%)°.

O primeiro transplante de ilhéus de dador
vivo revelou informacdes importantes, em
particular, que o pancreas de um dador vivo
fornece ilhéus suficientes para curar a diabetes.
No presente caso, cerca de 400000 IE foram
transplantados e a producdo dos ilhéus foi se-
melhante a obtida a partir de ilhéus de dadores
cadavéricos ou em morte cerebral®.

Apesar das vantagens inerentes a utilizacdo
de ilhéus de dadores vivos, nas sociedades nas
quais a transplantacdo de 6rgdos cadavéricos
for possivel, o uso de dadores vivos é dificil de
justificar?.

Yamada e colaboradores criaram o indice
SUITO (Secretory Units of Islets Transplant Object)
para estimar o numero de ilhéus enxertados®.
Este parametro € calculado pela seguinte for-
mula:

peptideo C jejum [ng/dL]

SUITO index= [ -63[x1500

glicose jejum [mg/dL]

Num individuo saudavel, o indice de SUI-
TO de 100 reflecte a fungdo das células beta
pancreadticas de 100%. Se o peptideo C for 0,8
ng/mL e a glicose 103 mg/dL, o indice de SUITO
€ 30, significando que o receptor apresenta 30%
de ilhéus funcionais, em compara¢do com um
individuo saudavel. Para receptores de ilhéus
de dador vivo, este parGmetro foi 40 e de dador
cadavérico foi 30.

O indice de SUITO apresentou-se significa-
tivamente mais baixo em receptores de ilhéus
de dadores cadavéricos submetidos a cultura,
do que em receptores de ilhéus frescos. Para a
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insulino-independéncia é necessario um valor
de indice de SUITO superior a 25%.

INDICACOES ACTUAIS

Actualmente, a transplantacdo de ilhéus
pancredticos estd indicada em doentes com
DM tipo 1 instavel, e em diabéticos tipo 1 ap6s
transplantacdo renal quando contra-indicado
o transplante segmentar ou total de pancreas.
Nesta sec¢do, sdo apresentadas as indicacdes e as
contra-indicacdes, retiradas do Consortium 2006
do Clinical Islet Transplantation (CIT Trial Consor-
tium, NIH 2006)%, para o transplante de ilhéus
nas duas situacdes clinicas acima referidas.

TRANSPLANTE NA DM TIPO 1 INSTAVEL
OU LABIL

Indicacoes:

¢ Sexo feminino ou masculino, entre 18-65
anos

e DM tipo 1
Diagnosticada < 40 anos
Insulino-dependéncia = 5 anos

e Estimulagdo de peptideo C negativa (<0,3
ng/ml)

e Tratamento diabético intensivo
Avaliacdo da glicemia capilar > 3 ve-
zes/dia
> 3 injecgdes de insulina/dia ou uso de

bomba infusora
Seguido por endocrinologista com > 3
avaliagdes nos ultimos 12 meses

e Um ou mais eventos hipoglicémicos se-
veros nos ultimos 3 anos, requerendo as-
sisténcia de terceiros e com glicemia < 54
mg/dl ou necessidade de administra¢do
de hidratos de carbono orais, glucagon
ou glicose e.v.

e Redugdo dos sintomas de hipoglicemia
Score de Clarke >4 e score HYPO > percen-
til 90 (> 1047) nos ultimos 6 meses (ou)

¢ Labilidade glicémica marcada
Indice de labilidade glicémica (LI) > per-
centil 90 (= 433) nos ultimos 6 meses

Contra-indicacoes:

¢ TFG <70 (mulher) e < 80 (homem) ml/mi-
nuto/1,73 m?

e Presenca ou histéria de macroalbuminu-
ria (> 300 mg/9g)
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e Actividade da renina plasmatica > 20%

¢ Mulheres que desejem engravidar, gravi-
das ou em amamentagéo

e Homens que desejem procriar

¢ Infeccdo activa, incluindo HBV, HCV, H1V,
B

¢ EBV negativo

¢ Infec¢do invasiva por Aspergilus no ulti-
mo ano

* Qualquer histéria de malignidade, ex-
cepto carcinoma escamoso ou de células
basais da pele completamente excisado

¢ Alcoolismo ou abuso de drogas

TRANSPLANTE DE ILHEUS APOS TRANS-
PLANTE RENAL

Indicacoes:

e Sexo feminino ou masculino, entre 18
- 65 anos

* > 3 meses e < 27 meses apos transplante
renal

e DM tipo 1

Diagnosticada < 40 anos
Insulino-dependéncia = 5 anos

e Estimulacdo do peptideo C negativa

¢ Funcdo renal estavel (sem rejeicdo nos 3
meses antes do transplante de ilhéus)

e Tratamento médico standard pelo menos
4 meses sob o cuidado de um endocrino-
logista
Ao final de 4 meses HbAlc>7,0 ou HbAlc
< 7,0 e reducdo da capacidade de prever
hipoglicemia (score Clarke > 4) e ter pelo
menos 1 episédio de hipoglicemia severa
a receber tratamento médico standard.

Contra-indicacoes:

e Hemoglobina abaixo do valor nor-
mal, linfopenia (<1.000/uL), neutro-
penia (<1.500/uL) ou trombocitopenia
(<100.000/ pL)

e Coagulopatia
Deficiéncia do factor V de Leiden
Necessidade de tratamento anticoagu-
lante
INR>1,5

e Doenca cardiaca severa (Enfarte do mio-
cardio nos ultimos 6 meses)

¢ Testes de fungdo hepatica persistentemen-
te elevados (AST, ALT, fosfatase alcalina
ou bilirrubinas > 1,5 vezes o normal)
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¢ Coledocolitiase sintomatica, Pancreatite,
Ulcera péptica

¢ Disturbios gastrintestinais interferindo na
absorc¢do da medicagdo oral

¢ Retinopatia proliferativa néo tratada

No “score HYPO” (composite hypoglycaemic
score), que se baseia nos eventos que o doente é
capaz de identificar, a pontuagdo mais elevada
é atribuida com base nos sintomas neuroglico-
pénicos comparativamente com os sintomas
autondémicos®* 3. A “labilidade glicémica” é
uma outra terminologia com defini¢des multi-
plas. Sdo encontrados na literatura varios outros
sistemas de score, incluindo o M-value, o MAGE
(mean amplitude of glycaemic excursions), e o LI
(lability index). O LI esta mais relacionado do
que o MAGE com a determinacao de labilidade
e serve melhor como escala quantitativa para a
determinacdo do controlo glicémico em doentes
transplantados de ilhéus.

SELECCAO DE DADORES

Para a selec¢do de dadores, os pancreas sdo
seleccionados inicialmente para transplante
segmentar ou total, e s6 posteriormente pode-
rdo ser usados para transplante de ilhéus. Este
procedimento deve-se ao facto de que, actual-
mente, o transplante de pancreas é conside-
rado uma opcgdo terapéutica, enquanto que a
transplantacdo de ilhéus ainda é vista como um
procedimento experimental?!. Os pardmetros
relacionados com a qualidade dos pancreas do-
ados (e.g. IMC, idade) sdo factores importantes
no sucesso do isolamento de ilhéus.

Os pancreas de dadores obesos fornecem
uma maior producdo de ilhéus do que os de da-
dores magros. Estudos desenvolvidos no Estado
do Minnesota e publicados em 2004, demons-
traram que a producdo de ilhéus de dadores
com IMC >30 foi de 319129 El, enquanto que
os dadores com IMC <30 foi de 215753 EI. O
primeiro apresentou, por isso, um maior sucesso
no isolamento de ilhéus, definido como uma
produgao de ilhéus > 300.000 EI por pancreas,
e uma pureza > 50%?2'.

A idade do dador parece influenciar
igualmente a producdo e a funcao dos ilhéus
transplantados®*3. Foram efectuados estudos
comparando dois grupos, um de idade < 40
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anos e outro > 40 anos. No primeiro grupo,
a produgdo de ilhéus foi superior tanto apos
a digestdo como apéds purificacdo (embora
ap6s purificagdo a diferenca ndo tenha sido
estatisticamente significativa). No entanto,
usando o método de conservagdo com solugdo
UW a percentagem de ilhéus aprisionados no
tecido acinar apresentou-se superior no grupo
mais novo, verificando-se que os ilhéus dos
mais jovens sdo mais dificeis de separar do
tecido acinar?®. Verificou-se ainda que a es-
timulacdo da secrecdo de insulina com glicose
era significativamente maior no grupo mais
novo. Estas descobertas sugerem que o uso de
dadores jovens pode melhorar o transplante de
dador tnico e, no caso de dadores mais velhos
€ necessdria uma massa maior de ilhéus para
estabelecer a insulino-independéncia®.

Modificagdes no método de purifica¢do dos
ilhéus de dadores mais novos parecem poder
recuperar os ilhéus aprisionados®. Para esse
efeito, sera necessario individualizar a densida-
de da solugdio de purificacdo de alta densidade
para cada preparacdo de ilhéus. Se for possivel
conseguir recuperar os ilhéus do tecido acinar,
a preparacdo de ilhéus de dadores jovens pode
ser de elevada qualidade, tanto sob o ponto de
vista funcional como em numero de ilhéus?.

No que se refere a utilizacdo de dadores ca-
davéricos, existem alguns critérios de exclusdo,
designadamente, a hipotensdo prolongada com
anormalidades bioquimicas, como a elevagao
da creatinina sérica superior a 50% do valor ini-
cial, ou a elevagdo das transaminases em niveis
duas vezes superior ao normal, e a necessidade
de recorrer a vasopresssores.

Quanto ao uso de pancreas com pancreatite
crénica, verifica-se resisténcia a ac¢do da cola-
genase, com tempo de digestdo prolongado, e
grande quantidade de tecido ndo digerido, con-
duzindo a um isolamento pobre de ilhéus!.

ISOLAMENTO DOS ILHEUS

Tradicionalmente, o pancreas era preser-
vado na solu¢cdio UW. No entanto, parece que
o melhor método para a sua conservacdo é
o método de dupla camada, que consiste na
adicdo de perfluorocarbono (PFC) oxigenado
a solugdo UW?3435. Como o PCF é lipofilico
e de alta densidade, as duas solucdes ficam
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claramente separadas®. Com este método, o
enxerto é directamente oxigenado, produzindo
continuamente AIP, permitindo desta forma
manter a integridade celular?3435. Consequen-
temente, a lesdo de isquemia a quente e a frio
é reduzida®*. Quando o pancreas é preservado
apenas com PFC a producdo de ilhéus é maior
quando comparada com o uso da solugdo UW?3.
Estudos experimentais de Brandhorst e colabo-
radores demonstraram que o PFC isoladamente
pode ter sucesso na preservacdo de ilhéus em
porcos®®. Os autores verificaram producdo de
2080+290 IE com o método de dupla camada e
3110+ 520 IE com o PFC, sendo esta diferenca
estatisticamente significativa.

E fundamental a preservacdo do ducto
pancredtico durante a conservacdo, dado que
a colagenase usada na distensdo do pancreas é
infundida directamente neste ducto. A injeccdo
ductal também pode ser feita com a solucdo de
Kyoto modificada, dado que esta permite redu-
zir a apoptose das células do tecido exdcrino e
dos ilhéus pancredticos. Deve ser evitada a so-
lucdio UW, uma vez que esta inibe a colagenase,
a qual é essencial para a digestdo pancreatica
e isolamento dos ilhéus?'.

A seleccdo da colagenase é um aspecto
importante no isolamento, sendo a Liberase a
mais utilizada?!. No entanto, devem ser consi-
derados vdrios factores quando seleccionamos
as enzimas para a digestdo da por¢do exdcrina.
Recentemente, a utilizacdo de uma preparacdo
enzimatica com dois componentes produziu
resultados favoraveis®. Bucher e colaboradores
compararam a mistura de Collagenase NB1
e Neutral Protease NB (SERVA), com a enzima
Liberase HI no isolamento de ilhéus, tendo veri-
ficado uma maior producdo de IE, maior IEs/kg
de tecido pancreatico, melhoria da fungdo dos
ilhéus e reducdo da apoptose quando se usava
a combinacgdo enzimatica®.

Com o objectivo de distender o pancreas, a
colagenase deve ser infundida directamente no
ducto pancreatico com monitorizagdo da pressdo,
com o menor extravasamento possivel*.. A canu-
lagdo pode ser feita no ducto pancredtico principal
sendo, para isso, necessario que o pancreas esteja
intacto, resultando num menor extravasamento
da colagenase e numa distensdo excelente. Em al-
ternativa, pode seccionar-se o pancreas e canular
2 ou 3 ductos pancredticos, o que inevitavelmente
causa extravasamento da colagenase.
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Em seguida, o pancreas distendido é digeri-
do através do método de Ricordi. Neste método
usa-se uma camara de Ricordi (desenvolvida
por Camilo Ricordi), a qual permite um controlo
meticuloso da temperatura, sequindo-se a co-
lheita do tecido pancreatico digerido. A diluicdo,
o controlo da temperatura e a neutralizacdo das
enzimas digestivas, sdo aspectos fundamentais
criteriosamente controlados mediante a utiliza-
cdo deste método?'.

A fase seguinte consiste na purificagdo dos
ilhéus do tecido exdcrino, sendo efectuada por
centrifugac¢do pelo gradiente de densidade so-
bre Ficoll, usado um processador celular COBE
2991%. Uma solugdo contendo iodixanol em
substituicdo do Ficoll parece contribuir para
aumentar a produgdo de ilhéus, uma vez que o
iodixanol apresenta baixa viscosidade, necessi-
tando de menor for¢ca na centrifugacao.

PROCEDIMENTO DE .
TRANSPLANTACAO DE ILHEUS

O local para infusdo dos ilhéus pancre-
aticos isolados é a veia porta. O pancreas é
um 6rgdo inacessivel e a infusdo de ilhéus na
vasculatura esplénica resulta em morbidade
significativa, incluindo enfarte, ruptura e
perfuracdo gastrica®. A embolizacdo de ilhéus
no figado oferece uma vantagem fisioldgica,
uma vez que este é o maior local de funcdo da
insulina e é fisiologicamente consistente com a
secrecdo pancredtica de insulina directamente
na vasculatura portal.

Existem duas vias para aceder a vasculari-
zagdo portal®: 1) a laparotomia cirirgica com
canulagdo da veia mesentérica tributaria do
sistema portal, e 2) o acesso percutaneo da veia
porta guiado por ecografia. Uma vez obtido o
acesso, os ilhéus sdo introduzidos usando uma
infus@o em saco que contém os ilhéus suspensos
em cerca de 200 mL de liquido. Na infusdo é
incluida heparina nao fraccionada para reduzir
o risco de trombose portal, a qual é uma compli-
cagdo rara, mais frequentemente associada ao
grau de impureza dos ilhéus. A pressdo portal
é avaliada durante o procedimento para moni-
torizar a infusdo e alteracdo na pressdo € indi-
cacdo para a suspender. Os riscos relacionados
com este procedimento incluem hemorragia,
trombose, puncdo biliar, desconforto, aumento
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transitério das transaminases e fistula arterio-
venosa.

A abordagem cirurgica apresenta a van-
tagem de prevenir a hemorragia, enquanto
que a abordagem radioldgica evita a infeccdo
e herniacdo (a qual pode apresentar um risco
acrescido pelo uso de sirolimus)®. Os doentes
preferem o método radioldgico pela sua simpli-
cidade, reducdo da dor e auséncia de anestesia.
No entanto, com o procedimento imagiolégico,
existe risco de hemorragia quando o cateter é
retirado do figado.

Imediatamente apds a transplantacdo, o
controlo glicemico com insulina exégena € usa-
do para manter um ambiente estavel para os
novos ilhéus®. Dados experimentais em modelos
animais revelaram que o enxerto de ilhéus é
melhor completado num ambiente normogli-
cemico do que hiperglicemico®®. Assim que os
ilhéus comecam a segregar insulina, a terapia
com insulina exégena deve ser diminuida para
evitar hipoglicemia. Em alguns casos, a liber-
tacdo de insulina pelos ilhéus transplantados
apoptoticos pode criar um ambiente de hipo-
glicemia, com necessidade de administracdo de
dextrose intravenosa.

TRATAMENTO
IMUNOSSUPRESSOR

O Protocolo de Edmonton (e as suas varian-
tes mais recentes) usa uma terapia imunossu-
pressora livre de glucocorticoéides que inclui
dacluzimab, sirolimus e tacrolimus?%.

O sirolimus é administrado oralmente
numa dose baixa de 0,2 mg/Kg de peso corporal,
seqguida de uma dose de 0,1 mg/Kg/dia, com
monitorizac¢do dos niveis da droga para manter-
se entre 12-15 ng/mL nos primeiros trés meses e
entre 7-10 ng/mL ap6s 3 meses*%°. O tacrolimus
é administrado oralmente, iniciando-se com 1
mg duas vezes por dia, sendo posteriormente
ajustada a dose para manter uma concentracéo
de 3-6 ng/mL as 12 h*. Os niveis de sirolimus
e tacrolimus devem ser monitorizados regular-
mente para o ajuste da dose pds-transplanta-
¢ao®. O dacluzimab é administrado por via EV
numa dose de 1 mg/Kg cada 14 dias, num total
de cinco doses®. Se a segunda transplantacdo
for feita 10 semanas apds a primeira, o curso
de dacluzimab devera ser repetido®*. Nenhum
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corticéide deve administrado em qualquer al-
tura do tratamento imunossupressor.

Os efeitos secundarios do sirolimus e tacro-
limus incluem nduseas, ulceras orais, diarreia,
obstipacdo, fadiga, anemia, neutropenia, ede-
ma, tumor, acne, hipertensdo e dislipidemia.
Quando sao usadas doses elevadas de sirolimus
pode surgir nefrotoxicidade e tremor. A imunos-
supressdo a longo prazo pode aumentar o risco
de infeccdo e de certas neoplasias®.

As doencas linfoproliferativas pés-trans-
plantacdo observadas em receptores de 6rgaos
solidos e de medula 6ssea imunossuprimidos
ndo foram observadas em receptores de ilhéus
pancreaticos. O risco é de cerca de 1-2%, mas
pode ser mais baixo se forem usados ensaios de
PCR (polimerase chain reaction) para a identifica-
¢do de Epstein-Barr e a possibilidade de terapias
antiviral com ganciclovir®.

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS
FUTURAS

Em doentes com DM tipo 1 é possivel
obter-se um bom controlo glicemico com in-
sulinoterapia intensiva ou com transplante
segmentar ou total de pancreas. No entanto,
a insulinoterapia intensiva ndo normaliza a
HbAlc e pode levar a hipoglicemia severa, e
o transplante de pancreas é um procedimento
invasivo com os riscos inerentes a uma cirur-
gia. A transplantacdo de ilhéus pancreadticos
apesar de associada a alguns riscos, permite
obter insulino-independéncia e normalizagdo
dos niveis de HbAlc.

Até a data, a transplantacdo de ilhéus parece
constituir o método mais promissor para a cura
da diabetes. No entanto, ainda é necessario o
aperfeicoamento das técnicas de isolamento dos
ilhéus para a obten¢do de uma maior quantida-
de de ilhéus de modo a ultrapassar a dificuldade
da escassez de dadores de pancreas.

A comunidade cientifica internacional en-
frenta actualmente dois grandes desafios, i.e.
desenvolver drogas imunossupresoras seguras,
e garantir a sobrevivéncia dos ilhéus transplan-
tados a longo prazo.
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