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RESUMO

O diabetes mellitus tipo 1 (DM1) é uma sindrome autoimune érgao-especifica
caracterizada pela destruicdo seletiva de células 8 nas ilhotas pancreaticas. Dentre
as estratégias de tratamento disponiveis estdo a insulinoterapia, o transplante de
pancreas, e, ainda em carater experimental, o transplante de ilhotas pancreéticas. O
transplante de ilhotas oferece vantagens por ser um procedimento pouco invasivo. O
principal fator envolvido no sucesso do transplante de ilhotas é a necessidade de um
namero minimo de ilhotas vidveis e funcionais a ser transplantado. Tentando
minimizar a perda associada ao procedimento de isolamento/purificacdo de ilhotas
pancreaticas, uma das estratégias é incubar as ilhotas com diferentes moléculas
citoprotetoras. Dentre delas, tem sido demonstrada a acéo protetora da frutose-1,6-
bisfosfato (FBP) associada a um efeito antiinflamatorio, estimulando a glicolise e
impedindo a formacao de radicais livres. Neste trabalho, nosso objetivo foi avaliar a
acao citoprotetora da FBP sobre ilhotas pancreaticas murinas mantidas em cultura
celular. Foram utilizados camundongos isogénicos da linhagem C57BL/6. Os
animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e submetidos a tricotomia e
laparotomia abdominal em U. O pancreas foi distendido com uma solucdo de
colagenase tipo V e posteriormente removido. O tecido digerido foi filtrado e as
ilhotas obtidas foram separadas por centrifugacéo isopicnica em gradiente de ficoll
(Cellgro). As células isoladas foram mantidas em cultura por 24h com meio CMRL
suplementado com 10% de soro fetal bovino e diferentes concentracées de FBP. A
viabilidade foi determinada pela marcacéo das células com diacetato de fluoresceina
(FDA) e iodeto de propideo (PI). As imagens das ilhotas coradas com FDA/PI foram
adquiridas em um Microscopio Confocal FV1000 (Olympus). O percentual de
viabilidade foi calculado pela quantificacdo da area positiva para Pl em relacdo a
area total da ilhota, e as diferencas entre os grupos foram determinadas por ANOVA
de uma via seguido pelo teste de post-hoc de Duncan. A andlise estatistica
demonstrou que a incubacdo das ilhotas pancreaticas em altas concentracfes de
FBP (1,25mM; 2,5mM e 5mM) reduz a morte celular das ilhotas pancreéaticas quando
comparadas ao grupo controle (P<0,05), comprovando a hipétese da acéo
citoprotetora da FBP. A descoberta de moléculas citoprotetoras que possam
aumentar ou preservar as culturas in vitro de ilhotas pancreaticas por diferentes

periodos é de vital importancia no auxilio do transplante dessas células.



ABSTRACT

Diabetes mellitus type 1 (DM1) is an autoimmune syndrome characterized by
organ-specific selective destruction of B-cells in the pancreatic islets. Among the
strategies available for treatment we found insulinotherapy, pancreas transplantation,
and transplantation of pancreatic islets, in experimental. The islet transplantation
offers advantages because it is less invasive. The principal factor involved in the
success of islet transplantation is the need for a minimum number of viable,
functional islets to be transplanted. Trying to minimize the loss associated with the
procedure of isolation/purification of pancreatic islets, one of the strategies is
incubating the islets with different cytoprotective molecules. It has been verified the
protective action of fructose-1,6-bisphosphate (FBP) metabolism associated with an
antiinflammatory effect, stimulating glycolysis and preventing the formation of free
radicals. In this work, our objective was to evaluate the cytoprotective effect of FBP
on murine pancreatic islets maintained in cell culture. We used isogenic lineage
C57BL/6. The animals were euthanatized by cervical dislocation and submitted to
trichotomy and abdominal laparotomy in U. The pancreas was distended with
collagenase type V and subsequently removed. The digested tissue was filtered and
the collected islets were separated by isopycnic centrifugation in Ficoll gradient
(Cellgro). The isolated cells were maintained in culture for 24h with CMRL
supplemented with 10% fetal bovine serum and different FBP concentrations.
Viability was determined by staining the cells with fluorescein diacetate (FDA) and
propidium iodide (PI). The images of islets stained with FDA / Pl were acquired with
FV1000 Confocal Microscope (Olympus). The viability was calculated by quantifying
the positive Pl area in relation to the total area of the islet, and the differences among
groups were determined by one-way ANOVA test followed by post-hoc Duncan.
Statistical analysis showed that incubation of pancreatic islets in high concentrations
of FBP (1.25 mM, 2.5 mM, 5 mM) preserves the viability of pancreatic islets
compared with the control group (P <0.05), confirming the hypothesis of
cytoprotective action of FBP. The discovery of cytoprotective molecules that can
enhance or preserve pancreatic islets cultures in vitro for different periods is vital in

helping the transplantation of these cells.
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1. INTRODUCAO

1.1 DIABETES MELLITUS TIPO 1

O diabetes mellitus tipo 1 (DM1) é uma doenca autoimune caracterizada pela
destruigao crbnica e seletiva das células B-pancreaticas produtoras de insulina.

O DM1 compreende um grupo clinica e geneticamente heterogéneo de
doencas que apresentam, como caracteristica comum, glicemia elevada e disturbios
no metabolismo de carboidratos, gorduras e proteinas devido a uma produc¢éo ou
acéao deficiente da insulina no organismo.

Sintomas caracteristicos do DM1 sdo sede excessiva e miccao frequente
(poliuria), levando a uma grande ingestdo de liquido (polidipsia). Esses sinais
devem-se a excrecdo de grandes quantidades de glicose na urina — fendmeno
conhecido como glicosuria (NELSON; COX, 2011). Além disso, a fadiga surge como
um fator comum entre os pacientes. Dentre os efeitos secundarios mais importantes
nos individuos com DM1, destacam-se as complicacbes vasculares, que afetam
mais de um terco dos portadores (38%), sendo mais comuns as microangiopatias
(95%). Complicacdes macrovasculares como arteriopatias periféricas também
ocorrem, porém em menor escala (CHILLARON et al., 2012). Estudos indicam que a
sindrome metabodlica € comum, especialmente em pacientes com idade mais
avancada, maior indice de massa corporal e pior controle metabdlico, podendo estar

associada a complicacdes microvasculares. (CHILLARON et al., 2010)
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Figura 1. A glicose — principal fonte de energia celular — € armazenada dentro das células e é
transportada por difuséo facilitada através de proteinas transportadoras dependentes de insulina.
Pessoas com DM1 produzem pouca ou nenhuma quantidade de insulina. Dessa forma, a glicose nao
entra eficientemente nas células, permanecendo em niveis elevados no sangue (NAZARIO, 2005).



1.1.1 Prevaléncia no Brasil e no mundo

Considerada uma das doencas cronicas mais comuns em quase todos 0s
paises, sua prevaléncia, embora variavel entre as regides, continua aumentando
(World Health Organization — WHO, 2012). A alteragdo de estilo de vida
caracterizado pela reducdo da atividade fisica e o aumento da obesidade,
principalmente na faixa etaria das criancas, séo fatores de risco que contribuem para
0 aumento da incidéncia do DM1.

Em 2011, a Federacao Internacional de Diabetes relatou que 371 milhdes de
portadores de diabetes entre 20 e 79 anos, em escala global. Além disso, estima
gue em 2030 o numero de diabéticos esteja em torno de 552 milh6es de pessoas.
(International Diabetes Federation — IDF, 2011) Hoje, no Brasil, 0s niumeros apontam
em torno de 13,4 milhdes de diabéticos. (International Diabetes Federation — IDF,
2011) Além do mais, um grande numero de afetados desconhece o fato de estar
doente, bem como os casos de diagndéstico tardio, principalmente em criancas e
adolescentes (MALUCELLI, 2012).

No Brasil, 0 DM1 responde por 10% a 20% da incidéncia de todos os casos,
com incidéncia anual de 8,4/100.000 habitantes (ANDRADE; ALVES, 2012 apud
ALVES; SOUZA; CHAVES, 2006). E uma doenca que se desenvolve em diversas
faixas etarias, sendo mais frequente antes dos 20 anos de idade. A instalacéo clinica
€ abrupta.

A incidéncia de DM1 foi estimada em 40% mais elevada em 2010, em
comparacao ao ano de 1997. Um estudo realizado em centros europeus indica um
aumento na incidéncia de DM1 a uma taxa de 3% a 4% por ano, com algumas
regides relatando taxas de crescimento ainda mais elevadas (International Diabetes
Federation — IDF, 2010). Além disso, o aumento de 6,3% de criancas com DM1 com
até 4 anos de idade, suporta a tendéncia para um inicio mais precoce da doenca
(SWITZER et al, 2012).
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1.1.2 Tratamentos para DM1

Tanto os pacientes com DM1 como os ndo dependentes de insulina ou tipo 2
(DM2), séo vulneraveis as complicacdes caracteristicas especificas da doenca, que
incluem retinopatias, nefropatias, neuropatias e vasculopatias (NATHAN, 1993). Os
objetivos principais da terapia para o diabetes sdo proporcionar uma quantidade
adequada de insulina para normalizar o metabolismo intermediario, reduzir
lentamente a concentracdo sanguinea de glicose, restaurar as perdas hidricas e
eletroliticas, corrigir a acidose e identificar os fatores precipitantes, além de reduzir a

concentracdo de glicose plasmética.

1.1.2.1 Insulinoterapia

O principal tratamento para corrigir a falta de insulina no organismo é a
administracdo de insulina recombinante. Atualmente prioriza-se o tratamento com
insulinas de menor variabilidade, por meio do esquema basal/bolo ou ainda por meio
de bombas de infusdo continua de insulina subcutanea, com o objetivo de mimetizar
a liberacao fisiologica de insulina pelas células B (PIRES; CHACRA, 2007). Embora
esse tratamento resulte na diminuicdo da incidéncia e na progressdo das
complicacbes associadas a doenca, ele ndo representa a cura, uma vez que a
ocorréncia de episadios hipoglicémicos graves estdo frequentemente vinculados ao
excessivo aumento dos niveis de insulina circulante devido ao tratamento (PILEGGI
et al, 2001). Além disso, em longo prazo, tais complicacdes podem causar a faléncia

de diversos Orgaos.

1.1.2.2 Transplante de pancreas

Uma alternativa eficiente ao uso continuo de insulina exégena para o DM1 é a
reposicao das ilhotas pancreaticas (ilhotas de Langerhans) por meio do transplante
vascularizado do pancreas. Esse melhora a qualidade de vida do paciente e
estabiliza, reverte ou melhora as complicacdes secundarias decorrentes do diabetes
(PEARCE et al, 2000). Representa uma terapia eficiente capaz de determinar um

estado normoglicémico constante em pacientes com DM1. Sua indicacdo €
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geralmente integrada ao transplante renal de forma simultanea, devido a nefropatias
associadas ao DM1. O transplante de pancreas apds rim constitui outra forma de
tratamento, e é realizado quando o paciente previamente submetido ao transplante
renal, estd sob uso de drogas imunossupressoras. Finalmente, o transplante de
pancreas isolado € uma alternativa para portadores de DM1 com funcao renal
preservada ou para pacientes instaveis devido a variagbes repetidas na taxa de
glicemia corporal, habituados a terapia intensiva com insulina (PEROSA et al, 1999).
Recentemente Maffi et al demonstraram em seu estudo que um ano apés o
transplante de pancreas isolado, 75% dos pacientes alcangcaram a independéncia de
insulina, utilizando um tratamento com imunossupressores (MAFFI et al, 2011).
Dessa forma, os autores sugerem que o transplante de pancreas isolado torna-se
uma importante alternativa para pacientes que apresentam uma rapida progressao
do quadro crénico do diabetes, uma vez que a massa e a funcao das células B é
rapidamente reestabelecida.

Porém ha um preco a ser pago. Drogas imunossupressoras devem ser
empregadas de forma continua para evitar a rejeicdo do enxerto, 0 que aumenta 0s
riscos associados ao surgimento de infec¢cbes causadas por microorganismos
oportunistas e diferentes formas de canceres. Por tal motivo, a realizacdo do
transplante pancreatico nas fases iniciais do diabetes, a titulo de profilaxia das
complicacbes secundarias, € geralmente contraindicado. Além disso, a taxa de
mortalidade geral dos pacientes submetidos a transplante pancreaticos é de cerca
de 7% apoés 3 anos de alta hospitalar (DE OLIVEIRA et al, 2009 apud ROBERTSON
et al, 2000).

1.1.2.3 llhotas pancreéaticas

O pancreas é uma glandula mista capaz de produzir enzimas digestivas e
horménios. As enzimas sdo armazenadas e secretadas por meio do arranjo em
acinos. Ja os horménios séo sintetizados em grupamentos de células epiteliais
denominadas ilhotas pancreaticas (de Langerhans). As ilhotas de Langerhans séo
microdrgdos endocrinos com tamanho heterogéneo entre 50-500um. Estima-se que

a populacédo de ilhotas no pancreas humano ultrapasse 1 milhdo, representando de
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1 a 2% da massa celular total do pancreas, onde a populacdo distribui-se de forma
assimétrica, concentrando um maior nimero de células na cauda pancreatica.

As ilhotas sdo constituidas por células poligonais dispostas em corddes
cercadas por uma rede de capilares com células endoteliais fenestradas. Os tipos
celulares encontrados nas ilhotas de Langerhans apresentam-se em quantidades
assimétricas. Em camundongos, as células a, produtoras de glucagon, localizam-se
principalmente na periferia das ilhotas, e sua populacao representa em torno de 20%
das células da ilhota. As células 3, produtoras de insulina, representam o tipo celular
mais abundante (em torno de 70%) e localizam-se preferencialmente na regiao
central da ilhota. As células ®, produtoras de somatostatina e as células PP
representam menos de 5% da populacdo da ilhota (CABRERA et al, 2006).

[ |

i human

mouse

Figura 2. Micrografia confocal ilustrando a diferenca do fen6tipo na composigdo das ilhotas de
Langerhans de diferentes espécies (A-D). Sec¢Bes de células pancreéticas coradas, contendo ilhotas
de Langerhans. (A) humano; (B) macaco; (C) rato; (D) porco. A figura demonstra regides coradas em
vermelho (insulina), coradas em verde (glucagon), coradas em azul (somatostatina). Escala: 50um
(CABRERA et al, 2006).



13

-

Duct

Delta Cell
Red Blood
Cell
Pancreatic
Acini

Islet of Beta Alpha | =
Langerhans Cell Cell At 1

Figura 3. Esquema demonstrando a estrutura e localizacdo de uma ilhota de Langerhans no pancreas
humano. Identifica-se a presenca de acinos pancreaticos, caracterizando a por¢céo exocrina do 6rgao.
No centro da regido destacada observa-se a presenca de uma ilhota pancreatica e sua populacdo de

células distribuidas de forma assimétrica (FREUDENRICH, 2001).

1.1.2.3.1 Transplante de ilhotas pancreaticas

Alguns centros transplantadores tém iniciado uma nova era de transplante
clinico em humanos, transplantando agora somente as ilhotas pancreaticas. Esta
opcao terapéutica para pacientes portadores de DM1 é indicado em casos extremos
onde nao existe um controle glicémico adequado (15% da populacdo de pacientes
com DM1) (SHAPIRO, 2011) e propde agora o isolamento e posterior transplante
das ilhotas pancreaticas no receptor. Este tem a vantagem de ser um procedimento
mais simples, rapido e minimamente invasivo, onde as ilhotas pancreaticas sao
infundidas via percutéanea pela veia porta ao figado. Além disso, o procedimento
permite — se necessario — a manipulacdo das ilhotas antes de ser realizado o
transplante, além de requerer uma dose menor de drogas imunossupressoras.

Nos ultimos 10 anos tém sido realizados mais de 750 transplantes em mais de 30
centros ao redor do mundo. Contudo o procedimento ainda é considerado
experimental pela Food and Drug Administration, pois ndo existe um teste padréo,
gue identifique de forma rapida e simples, um ensaio de potencialidade ou
funcionalidade preditivo confiavel a fim de determinar quais ilhotas terdo sucesso no
enxerto.

Assim, a variabilidade de doadores, tamanho, idade e género, além dos
procedimentos de isolamento e preservacdo do pancreas, sdo as causas mais
importantes associadas a perda da biomassa de células obtidas nos isolamentos de

ilhotas pancreéaticas humanas. Por tais motivos, h4 a necessidade da infuséo



14

sequencial de ilhotas isoladas de diferentes pacientes (de 1 a 4 infusbes), uma vez
gue em um Unico isolamento, dificilmente obtém-se o namero ideal de células a
serem transplantadas (HERING et al, 2005).

N&o obstante, a variabilidade associada aos processos de isolamento e a
experiéncia na pratica clinica do transplante surge como um fator que afeta e, por
conseguinte diminui o rendimento do isolamento. Kim et al obtiveram, em seu
estudo, um maior rendimento de ilhotas de Langherans provenientes de doadores do
sexo masculino, resultado também observado em outros trabalhos. (KIM et al, 2005).
Ihm et al sugeriram em seu trabalho que a regulacdo de secrecdo de insulina pela
glicose se deteriora com a idade avancada, e o consequente envelhecimento das
células B. Além disso, os resultados do estudo indicaram que as preparacdes de
ilhotas de doadores mais jovens podem melhorar a taxa de sucesso do transplante.
Sendo assim, quanto mais avangada é a idade do doador, maior a massa de ilhotas
necessaria para restaurar a independéncia da insulina pos-transplante. (IHM et al,
2006).

1.1.2.3.2 Viabilidade das ilhotas pancreaticas

As ilhotas pancreaticas sao extremamente vulneraveis a mudancas no seu
microambiente. Sua viabilidade ¢é altamente afetada durante o processo
enzimatico/mecéanico de isolamento. Mais ainda, elas podem ser destruidas apos o
transplante por eventos inflamatérios ndo especificos, majoritariamente mediados
por células do sistema imune do receptor. O quadro inflamatorio, além de afetar a
funcionalidade das ilhotas transplantadas, pode ainda reduzir drasticamente a
massa de ilhotas funcionais implantadas no receptor (PILEGGI et al, 2001).
Citocinas proéinflamatorias, incluindo IL-1B, IFN-y e TNFa — classificadas como
importantes efetores sollveis da disfuncéo do enxerto apds o transplante de ilhotas,
sdo produzidas por células inflamatoérias infiltrantes. A secrecdo de tais citocinas
depende, em parte, da ativacdo intracelular do fator nuclear kB (NF-kB) e
consequentemente estimulam a producéo de 6xido nitrico (NO) por parte das células
B. O complexo formado pela citocina e o respectivo receptor regula positivamente a
producédo de radicais livres dependentes de NF-kB. Por sua vez, os radicais livres

possuem efeitos nocivos nas ilhotas pancreéticas, pois inibem a liberacdo de
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insulina estimulada por glicose e estimula apoptose (BAKER et al, 2003). Outras
moléculas proéinflamatoérias induzidas, como receptores semelhantes a Toll e
lipopolissacarideo, proteina quimioatraente de macrofagos-1 (MCP-1) e proteina
induzida por interferon (IP-10) também contribuem para a quimioatracdo, ativacao,
proliferacdo e a subsequente diferenciacéo de células do sistema imune ao sitio do
implante, comprometendo, assim, a viabilidade do enxerto das ilhotas pancreaticas
(BARBE-TUANA, 2006).

1.1.2.3.2.1 Efeitos citoprotetores nas ilhotas pancreéticas

Inibir a expressédo e a atividade das citocinas proinflamatérias envolvidas na
resposta ao transplante assim como a atividade dos macréfagos recrutados ao local
da inflamagdo podem contribuir para a melhora da funcdo das ilhotas
transplantadas. Dessa forma, preservar a viabilidade celular das ilhotas pancreaticas
prévia ao transplante, reduzir a apoptose, minimizar a inflamacdo no local de
transplante apds o enxerto, sdo estratégias fundamentais para ajudar a prolongar a
independéncia da insulina.

Nesse sentido Cornu e Thorens descreveram um mecanismo regulado pelo
horménio glicoincretino (GLP-1), que aumenta a expressdo e a sinalizacdo do
receptor de fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1R). Assim é
capaz de se ligar a receptores especificos acoplados a proteina G (ativacdo via
cAMP/PKA), protegendo as células B produtoras de insulina contra a apoptose
induzida por citocinas ou glicolipotoxicidade (CORNU; THORENS, 2009).

Ja Yamamoto et al observaram em um estudo que a cultura de ilhotas
pancreaticas suplementada com prolactina recombinante por 48h garantiu a
viabilidade de células B in vitro e in vivo (YAMAMOTO et al, 2008). Por outro lado
Zhang et al demonstraram em um estudo a evidéncia de que o Kaempferol, um
flavonoide presente em algumas bagas comestiveis, pode proteger e inibir a
apoptose induzida por palmitato em células B pancreaticas. Esse flavonoide modula
a expressao do fator de transcricdo PDX-1 e restaura as variaveis associadas com a
sobrevivéncia de células B, incluindo a sinalizacdo de cAMP e a expressdo de

proteinas antiapoptéticas, inibindo a atividade da caspase-3. (ZHANG et al, 2012).
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Além disso, alguns estudos ainda sugerem outras moléculas com acao
citroprotetora nas ilhotas pancreaticas. Lv et al sugerem que a gugulsterona,
esteroide isolado da resina de uma planta usado em doencas como artrite e
obesidade, previne a inducéo de citocinas inflamatérias, producdo de NO e ativacdo
de NF-kfB, sugerindo que essa molécula poderia preservar a massa funcional de
células B (LV et al, 2008). Por outro lado, Su et al também indicam as propriedades
citoprotetoras da Angiopoietina-1 (proteina de importante papel no desenvolvimento
vascular) em ilhotas ja transplantadas, devido suas acdes antiapoptoéticas e pro-
angiogénicas, podendo promover a revascularizacao do tecido transplantado. (SU et
al, 2007).

Também tem sido demonstrado que células tronco mesenquimais humanas
(MSCs) podem secretar fatores de crescimento que melhoram a sobrevivéncia dos
tecidos, e ainda estimular a angiogénese do tecido transplantado. Estudos in vitro
indicam que o cotransplante de ilhotas com as MSCs pode controlar a inflamacgéo do
enxerto, impedindo a apoptose das células B produtoras de insulina. A avaliagdo dos
fatores secretados a partir de MSCs demonstrou que o fator de crescimento de
hepatocitos e a atividade de certas metaloproteases de matriz (HGF, MMP-2 e MMP-
9, respectivamente) sdo possiveis fatores secretados que medeiam a citoprotecéo
(PHINNEY; PROCKOP, 2007).

1.1.2.3.2.1.1 Frutose-1,6-bisfosfato

A frutose-1,6-bisfosfato (FBP) € um acucar bifosforilado, que apresenta duas
estruturas anoméricas denominadas a e B furanose. E um intermediario endégeno
gue estimula as reacdes catabdlicas da via da glicélise, sendo capaz de preservar o
tecido frente a isquemia em 6érgdos como coracéo, figado e rins. (DE OLIVEIRA et
al, 2009 apud HERRERO et al, 1995).

Além disso, a FBP apresenta um importante papel antiinflamatério, podendo
ser utilizada no tratamento em uma ampla gama de patologias.

De Fraga et al demonstraram em seu estudo que a FBP, utilizada como
suplemento no liquido de reperfusdo, € capaz de proteger o figado durante a
isquemia, sugerindo um efeito protetor na preservacdo do 6rgao (DE FRAGA et al,
2011).
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Também foram realizados estudos in vitro e ex vivo, identificando potentes
acOes protetoras da FBP na inibicdo da agregacdo de plaquetas. De Oliveira et al
demonstraram em seu estudo que a FBP pode ser um importante mecanismo
protetor no tratamento contra a sepse, devido suas propriedades na alteracédo da
coagulacao sanguinea (DE OLIVEIRA et al, 2010). Em outro estudo, Santos et al
demonstraram prevencao, promovida pela administracdo de FBP, na queda do
namero de plaguetas durante a infec¢do de C. albicans na corrente sanguinea. Os
autores sugeriram que a resposta protetora de FBP foi devido a inibicdo da
agregacao das plaquetas, e ndo através de acdo antimicrobiana (SANTOS et al,
2012).

Ja Wu et al demonstraram que a administracao oral de FBP em ratos durante
um periodo de 10 dias, antes e ap0s o transplante de células da mucosa intestinal,
diminuiu a atividade apoptotica e ainda aumentou a taxa de proliferacao celular.
Sugere-se que além da prevencdo da deplecdo de ATP, ocorra a ativacdo das
enzimas piruvato-quinase e fosfofrutoquinase-1 (pFK-1) em situacdes de estresse,
promovendo assim, 0 metabolismo dos carboidratos. Além disso, a FBP parece ser
guelante de célcio extracelular, estabilizando assim a membrana plasmatica. (WU et
al, 2003).

A formacdo de espécies reativas do oxigénio (EROs) na perfusdo pos-
isquémica ou por substancias toxicas €& um mecanismo importante no
desenvolvimento de lesdo celular. Estudos demonstram que a utlizacdo de
superéxido dismutase e vitamina E tem apresentado éxito clinico no combate as
lesbes mediadas por radicais livres. Entre 0s mecanismos propostos para a acao
das EROs na leséo celular, esta o fato que o ATP possa ser o regulador fisiol6gico
da atividade catalitica da enzima NADP oxidase, responsavel pela producdo de
radicais superoxidos. O mecanismo de acdo da FBP sobre a formacdo desses
radicais pode se dever a um aumento nos niveis de ATP intracelular, provocando a
inibicAo da producdo desses radicais. Estudos ainda demonstram que a FBP
também é capaz de impedir o metabolismo oxidativo de neutréfilos e inibir a
liberacdo de histamina por mastécitos, contribuindo para a evidéncia de seu efeito
antiinflamatério (NUNES, 2003).

Finalmente, Nunes et al demonstraram que em culturas de linfocitos

suplementadas com concentragfes de FBP entre 1,2 mM e 10 mM, ha a diminuicédo
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dos niveis do receptor de interleucina soltvel, sugerindo assim um possivel efeito
imunomodulador da FBP (NUNES et al, 2004).

2. JUSTIFICATIVA

Além de representar relevancia socioecondmica, o DM1 é uma importante
doenca cronica infantil. Anualmente, milhares de pessoas séo afetadas pela doenca
na atualidade.

Contudo, a experiéncia recolhida até hoje tem demonstrado que para atingir a
insulinoindependéncia, é necessério transplantar um numero suficiente de ilhotas,
superior a 10.000 IEQ/kg do receptor (equivalentes de ilhotas/quilograma) para
normalizar o metabolismo de carboidratos sem a necessidade de administracédo de
insulina exdgena.

A FBP ja demonstrou algumas acdes importantes em diversas patologias,
tendo acgéo citoprotetora e antiinflamatéria. Além disso, apresenta um papel
importante na diminuicdo da formacéo e liberacdo de radicais livres, atuando como
uma molécula antioxidante.

Devido a essas caracteristicas, a FBP poderia preservar e diminuir o estresse
oxidativo das ilhotas mantidas em cultura, reduzindo assim a mortalidade dessas

células.

3. OBJETIVOS

3.10BJETIVOS GERAIS

Diante desta grande limitacdo do transplante de ilhotas pancreaticas, esse

projeto teve como objetivo principal avaliar a acédo citoprotetora da frutose-1,6-

bisfosfato sobre as ilhotas pancreéaticas murinas mantidas em cultura celular.
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4. METODOLOGIA

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) machos isogénicos da
linhagem C57BL/6 provenientes de biotério convencional da Fundacdo Estadual de
Producéo e Pesquisa em Saude (FEPPS) de idade entre 10 a 12 semanas de vida.
Durante a fase experimental, os animais permaneceram no Alojamento Transitorio
para Animais do biotério convencional do Departamento de Bioquimica da UFRGS.
Os animais foram mantidos com agua e racao ad libitum, a temperatura de 25°C e
fotoperiodo 12h/12h (claro/escuro).

4.1.1 Calculo daamostra

O rendimento do processo de purificacdo das ilhotas € extremamente baixo
(purificacdo menor a 10% do total das ilhotas pancreaticas presentes no pancreas)
com alta variabilidade (ao redor de 30%), purificando-se em torno de 250100
IEQ/camundongo. Escolhemos realizar uma curva de dose resposta, utilizando as
concentracbes de FBP de OmM, 0,312mM, 0,625mM, 1,25mM, 2,5mM e 5mM,
durante 24h. Em cada poc¢o colocamos 100 IEQ/poco (em triplicata). Calculamos
gue, para o tempo estipulado de 24h, precisariamos no total de 3 camundongos.
Tivemos um total de 6 grupos (6 concentracfes x 1 tempo de 24h). Para determinar
as diferencas na viabilidade celular dependentes de FBP através da marcacdo com
FDA/PI, com poder de 80%, diferenca entre os grupos de 40% e desvio de 15%,
utilizamos 3 camundongos por grupo (Programa Minitab®-16 (EUA), com poder real
de 82%). Sendo assim, 0 niumero de animais necessarios para realizar a cultura de
ilhotas pancreaticas suplementada com FBP — num total de 6 grupos — foi = 3 (n) x 6

(grupos) = 18 camundongos.
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4.2 ILHOTAS PANCREATICAS

4.2.1 Isolamento e purificacéo

Ap6s a eutanasia por deslocamento cervical dos animais isogénicos
(doadores sadios), foi realizada a tricotomia e a laparotomia abdominal em “U” com
exposicdo do figado e da vesicula biliar. O ducto biliar comum foi canulado com
agulha 30G e 4 mL da solucéo de colagenase tipo V (0,3mg/mL, Sigma EUA) foram
infundidos (figura 4). O péancreas distendido (figura 5) foi removido do animal e
incubado em banho de agua a 37°C por no maximo 10 minutos. Uma vez digerido o
tecido, a acdo da enzima foi inibida por dois métodos, mediante a adicdo de meio de
cultura RPMI 1640 (Gibco, EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS,
Gibco, EUA) e também pelo resfriamento do extrato de tecido a 4°C. O tecido
digerido foi aspirado com seringa com agulha 14G, centrifugado e passado através
de peneira de 450um. A suspenséao celular foi novamente centrifugada e finalmente
as ilhotas pancreéaticas foram separadas por centrifugacdo isopicnica utilizando
diferentes gradientes de polissacarose. Utilizamos solucbes de diferentes
densidades 1,110; 1,096; 1,069 e 1,037g/ml (CellGro, EUA). Separamos as ilhotas
pancreaticas presentes na interfase 1,096/1,069, ressuspendemos o pellet em Ficoll
1,132 g/mL e purificamos novamente a nuvem celular separada na interfase

Ficoll/HBSS (figura 6). Essas ilhotas foram utilizadas nos experimentos.

3
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Figura 4. Infuséo de colagenase tipo V no ducto biliar apds sua canulacao, a fim de distender o
pancreas do animal. Aumento 5x.
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Figura 5. Grau de distensdo do pancreas observado ap6s a acdo da enzima colagenase tipo V.
Aumento original.

Figura 6. Ilhotas pancreaticas obtidas apds a digestdo do pancreas observada em miscroscépio de
fase. O tamanho das ilhotas de Langerhans varia em torno de 50-500um. Aumento original de 400x.

4.2.1.1 Determinacdo da densidade de ilhotas pancreéticas isoladas

A guantificacdo do numero total de ilhotas isoladas/purificadas € fundamental,
uma vez que a contagem das células determina a dose a ser transplantada no
receptor (PAPAS; SUSZYNSKI; COLTON, 2010). O método utilizado em nosso
trabalho foi a contagem manual visual de IEQ em um microscopio de luz com a
coloragdo com ditizona (DTZ). A DTZ € um corante que se liga as moléculas de
zinco nos granulos de secrecao de insulina. Dessa forma é possivel a visualizacdo e

diferenciacdo das ilhotas de Langerhans, que adquirem cor avermelhada.
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Figura 7. llhotas pancreaticas coradas com Ditizona ap0s o processo de purificagdo, observada em
microscopio de fase. Aumento de 400x.

4.2.2 Cultura de ilhotas pancreaticas com FBP

Apbs o isolamento, as ilhotas foram cultivadas em placas de 24 pocos (BD
bioscience, USA) em meio de cultura CMRL 1066 (Invitrogen, USA) suplementados
com 10% de soro fetal bovino. Para ser definida a concentracdo maxima eficaz de
FBP que ndo apresentava toxicidade nem perda de funcdo das ilhotas, foram
realizados ensaios de viabilidade através da curva dose-resposta. As ilhotas
pancreaticas (100 IEQ/poco) foram suplementadas com diferentes concentracdes de
FBP (0,312mM, 0,625mM, 1,25mM, 2,5mM e 5mM), dependendo do grupo
experimental. As ilhotas pancreaticas foram incubadas em estufa umidificada com
5% de CO;, a 37°C por 24 horas.

4.2.3 Viabilidade celular

A deteccdo da viabilidade foi realizada pela marcacdo das células com
diacetato de fluoresceina (FDA) e iodeto de propideo (Pl). Prévia a aquisicdo das
imagens, as células foram incubadas com FDA 10 uM e Pl 0.1ug/mL. A leitura foi
realizada a temperatura ambiente, entre 10 e 60 minutos apds a coloracdo. Para
estimar a viabilidade celular foi realizada a contagem e o calculo do percentual da

area marcada em vermelho (positiva para Pl) em relacéo a area total da ilhota com o
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programa de computacdo ImageJ (versdo 1.46r). A concentracdo ndo toxica no
tempo escolhido foi utilizada como referéncia para os ensaios de funcionalidade.

4.3 AQUISICAO DE IMAGENS

As imagens das ilhotas coradas com FDA/PI flutuando livremente foram
adquiridas em um Microscopio Confocal FV1000 (Olympus, Alemanha). A
fluorescéncia verde foi observada sob a excitacéo do filtro FITC (excitagdo BP465-
495, DM505, emissdo BP515-555) e a fluorescéncia vermelha sob a excitacdo do
filtro de rodamina (excitacdo BP528-553, DM565, emissao 590LP).

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Para comparar as taxas de viabilidade celular por FDA/PI, foi utilizada a
analise de variancia (ANOVA) de uma via com localizacéo das diferencas pelo teste
de post-hoc de Duncan. Além disso, realizamos a analise de regressao linear a fim
de relacionar os tratamentos com as diferentes doses de FBP e a viabilidade celular

das ilhotas pancreéticas.

4.5 ETICA

Todos os estudos deste projeto foram realizados sob normas de ética para
pesquisa em modelos animais (SBCAL. Sociedade Brasileira de Ciéncias em
Animais de Laboratério. Disponivel em: <http://www.cobea.org.br> Acesso em: 24
jun. 2012. e COBEA. Manual para técnicos em bioterismo. Sdo Paulo: Winner,
1996:3. Rio Grande do Sul. Lei 11.915, de 21 de maio de 2003. Cddigo Estadual de
Protecdo aos Animais. Constituicdo do Estado, art.82 inc IV, 29 mai. 2003). Este
projeto é parte do projeto n® 20472 aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais da UFRGS.
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4.6 TRATAMENTO DE RESIDUOS

A carcaca dos animais foi congelada a -20°C até o recolhimento, que foi
realizado pela empresa Aborgama do Brasil, mediante convénio estabelecido entre a
empresa e a UFRGS. Luvas e demais materiais que continham residuos biol6gicos,
bem como materiais perfurocortantes, foram devidamente separados, embalados,
identificados e recolhidos pela empresa Aborgama do Brasil, mediante convénio
firmado entre a empresa e a UFRGS. O descarte dos reagentes quimicos foi
realizado no Departamento de Bioquimica e recolhido pelo Departamento de

Quimica para inativacdo e destino apropriado.

5 RESULTADOS

Para a determinacdo do percentual de morte celular das ilhotas coradas com
FDA/PI, desenhamos uma regido de interesse (ROI) nas imagens obtidas das ilhotas
pancreaticas a fim de padronizar um sistema de contagem de areas marcadas em
vermelho, indicando morte celular. A partir da ROI estabelecida e definida como uma
area, realizamos a quantificacdo do niumero de areas — de cada tratamento — com o
programa ImageJ.

As analises das imagens das ilhotas coradas com FDA/PI sugerem uma
diminuicdo da morte celular quando incubadas com altas doses de FBP (figura 9).
As areas marcadas em vermelho (positivas para PI) indicam morte celular. As areas

verdes (positivas para FDA) indicam células vivas.
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Figura 8. llhotas pancreaticas mantidas em cultura em diferentes concentracdes de FBP marcadas
com FDA/PI. A) controle; B) 0,312mM de FBP; C) 0,625mM de FBP; D) 1,25mM de FBP; E) 2,5mM
de FBP; F) 5mM de FBP. Aumento original 400x. As imagens foram adquiridas em um Microscopio
Confocal FV1000 (Olympus, Alemanha).
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As figuras 9A (controle) e 9B (ilhotas incubadas com 0,312mM de FBP)
apresentaram grande parte de sua area marcada em vermelho (positivas para Pl),
indicando um grande numero de células mortas apds 24h em cultura. J& os
tratamentos com concentragcdes maiores de FBP (1,25mM; 2,5mM; 5mM) mostrados
na figura 9D-F demonstram uma diminui¢c&o significante das regides marcadas em
vermelho e, por conseguinte, de morte celular.

A tabela 1 mostra a quantificacdo da area total das ilhotas marcadas com PI.
O tratamento das células incubadas com 5mM de FBP mantidas em cultura por 24h
demonstrou a menor porcentagem (média = 4,00%) de area vermelha — células
marcadas com Pl —, indicando a diminuicdo da morte celular nas ilhotas
pancreédticas. O grupo controle (média = 45,39%) e o tratamento das células
incubadas com 0,312mM de FBP (média = 47,06%) indicaram a menor protecéo
celular dentre os tratamentos observados, uma vez que apresentaram grande parte

da area da ilhota marcada em vermelho, positiva para PlI.

Tabela 1. Contagem (ROI) e percentagem da area das ilhotas pancreaticas marcadas com Pl nas
diferentes incubac¢des com FBP mantidas em cultura por 24h.

Areatotal marcada com PI

Contagem de éareas

- i L . 0 “in +
Tratamentos (mM)  Area (pixels), Média Area (%), Média £ DP (ROI), Média + DP

0,000 39798 45,39 + 10,71 25+ 4,77
0,312 45583 47,06 + 2,36 23+0,58
0,625 29449 27,24 £ 5,82 16 £ 6,51
1,250 14226 13,45 + 6,36 7+3,11
2,500 12195 11,85+ 10,6 8+6,51
5,000 2445 40+1,24 2+1,22

A analise de variancia de uma via demonstrou diferenca significativa
(P<0,0001) entre os diferentes tratamentos com FBP. A analise estatistica ainda
evidenciou uma diminuicdo significativa (P<0,05) da morte celular das ilhotas
pancreaticas quando incubadas com altas doses de FBP e mantidas em cultura por
24h (figura 10). Os tratamentos com 1,25mM; 2,5mM; 5mM apresentaram
diminuicdo significativa na percentagem de células mortas apos a incubacédo de FBP
por 24h, quando comparadas ao grupo controle (teste post-hoc de Duncan).

Realizamos uma analise de regressao linear a fim de estimar a relacdo entre
os tratamentos das ilhotas incubadas com FBP e a contagem das areas positivas

para PIl, indicando morte celular. Os tratamentos com FBP mostraram-se
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inversamente proporcionais a incidéncia de morte celular nas ilhotas. A analise
estatistica evidenciou que a dose maxima no tratamento com FBP esteve
significativamente relacionada com a diminuicdo de areas positivas para Pl nas
ilhotas pancreéticas (P<0,05).

254
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ne de areas marcadas com P|

Figura 9. Andlise da morte celular das ilhotas pancreéaticas incubadas em diferentes concentracfes
de FBP. A incubacgdo com altas doses de FBP por 24h aumentou significativamente a viabilidade das
ilhotas pancreaticas. (ANOVA de uma via, seguida pelo teste de post-hoc de Duncan (P<0,05)). (*)
indicam diferencas estatisticas significantes em compara¢éo ao grupo controle.
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Figura 10. Andlise de regresséo linear indicando a relacdo inversa entre o tratamento com doses
crescentes de FBP com a diminuicdo de areas marcadas em vermelho nas ilhotas pancreaticas

(positivas para PI), indicando morte celular (P<0,05). A andlise estatistica sugere que o tratamento é
dose-dependente, na sobrevivéncia celular. R2 = 0,7318.
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6 DISCUSSAO

A DM1 é uma doenca metabdlica que surge como consequéncia da
destruicdo imunoldgica seletiva, induzida por proteinas especificas, capazes de
gerar resposta autoimune, presentes nas células 3 produtoras de insulina nas ilhotas
de Langerhans. (SKYLER; RICORDI, 2011 apud EISENBARTH, 2010) Esse
distarbio ocorre em individuos nos quais ha maior susceptibilidade genética e é
provavelmente estimulada por fatores epigenéticos distintos. Esse cenario induz
uma insuficiéncia funcional progressiva e aparente declinio na massa e funcdo das
células 3.

Em pacientes com DML1, o controle glicémico pode ser alcancado através da
insulinoterapia intensiva. Porém em certas ocasifes, quando a terapia com insulina
exodgena (utilizada como mecanismo de reposicdo) ndo é capaz de normalizar os
valores da hemoglobina glicosilada e ainda pode causar hipoglicemia grave, o0s
pacientes podem ainda realizar o transplante do pancreas vascularizado (JOSE et
al, 2009 apud THE DIABETES CONTROL AND COMPLICATIONS TRIAL
RESEARCH GROUP, 1997). O transplante de pancreas isolado pode ser
considerado uma importante alternativa para pacientes portadores de DM1 que tém
um risco elevado de complicacdes diabéticas secundarias. (WISEMAN, 2010 apud
GRUESSNER AC; SUTHERLAND; GRUESSNER RW, 2010). Além disso, estudos
recentes demonstraram que a sobrevivéncia dos pacientes apés 5 anos do
transplante de pancreas isolado € de 90% (GRUESSNER et al, 2008).

Entretanto, existe uma percentagem de pacientes que nao podem ser
submetidos a uma cirurgia de grande porte. Para esses pacientes, atualmente existe
a possibilidade de realizar — ainda de forma experimental — um processo menos
invasivo, o transplante de ilhotas pancreaticas, cuja taxa de sobrevida do enxerto
(garantindo a insulinoindependéncia) nos primeiros 5 anos de vida € de 15% (RYAN
et al, 2005).

Com o intuito de melhorar a taxa de enxerto no transplante de ilhotas,
diversos grupos de pesquisadores estdo optando por manter as ilhotas em cultura
celular por um curto periodo, prévio ao transplante (FROUD et al, 2005). Esse
procedimento parece ser vantajoso por eliminar ilhotas com menor viabilidade (como
aquelas decorrentes do trauma enzimatico e mecanico do processo de isolamento) e

também por diminuir a imunogenicidade devida a ativacdo de moléculas co-
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estimulatorias durante o processo de isolamento (YAMAMOTO et al, 2010). Além
disso, a cultura das ilhotas elimina parte do componente acinar, que nao resiste a
cultura. A reducdo do componente acinar também reduz a producdo de citocinas,
gue também podem gerar a morte das ilhotas por ser extremamente préinflamatorio.
Com isso, o volume de tecido infundido € reduzido o que diminui também a pressao
da veia porta durante o procedimento de implante.

Além de desempenhar um importante papel na citoprotecédo e na reducdo da
formacao e liberacdo de radicais livres, a FBP age como um regulador metabdlico
gue estimula as reacfes catabdlicas da glicélise, podendo contribuir para a
preservacao tecidual de diversos 6rgaos em situacdes de estresse (DE OLIVEIRA et
al, 2009).

Devido as suas propriedades citoprotetoras e na reducdo na formacédo e
liberacdo de radicais livres ja descritas, a acdo da FBP surge como uma alternativa
interessante durante o processo de isolamento das ilhotas de Langerhans. Seus
efeitos poderiam viabilizar o isolamento de forma a aumentar o niumero de células
viaveis, diminuindo a perda da massa de ilhotas durante o processo de isolamento.
Além disso, ainda auxiliaria na diminuicdo da liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias.

Muitos grupos de pesquisa estdo empenhados em aumentar a eficacia dos
transplantes para que um numero maior de pacientes alcance a independéncia da
insulina. O primeiro estudo com resultados satisfatorios foi realizado por um grupo
canadense da Universidade de Alberta, em Edmonton. Sete pacientes com DM1 que
apresentavam hipoglicemia severa e instabilidade metabdlica — em decorréncia do
aumento excessivo dos niveis de insulina causados pela administracdo de insulina
exdgena — foram submetidos ao transplante de ilhotas pancreaticas. Todos 0s
pacientes alcancaram a independéncia de insulina em um ano, mostrando uma alta
taxa de sucesso quando imunossupressores nao glicocorticoides foram empregados
e um numero adequado de ilhotas foi infundido (ELIASCHEWITZ et al, 2009 apud
SHAPIRO et al, 2000). Com a aplicacdo desse protocolo, denominado “Protocolo de
Edmonton”, a porcentagem de pacientes alcancando independéncia de insulina
aumentou para 50-80% no primeiro ano de vida.

O protocolo de Edmonton sugere que a massa critica de ilhotas

transplantadas seja cerca de 9.000 IEQ/kg do peso corporal do receptor,
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necessitando dois ou trés processos de infusao de ilhotas distintos, utilizando de
dois a quatro doadores cadavéricos. (RYAN et al, 2001).

Markmann et al comprovaram a eficicia do protocolo de Edmonton, utilizando
0 regime de imunossupressores, para o transplante de ilhotas pancreaticas
humanas. Além disso, demonstraram em seu estudo que a insulinoindependéncia
pode ser alcancada com infus@es individuais de um Unico doador, ou preparacdes
combinadas de dois doadores (MARKMANN et al, 2003). Esses resultados sugerem
a possibilidade do desenvolvimento de técnicas utilizando preparages in vitro,
guando ndo h& a imediata disponibilidade de um segundo doador.

O mecanismo responsavel pelos efeitos de FBP ainda é incerto. A
importancia do conhecimento dos mecanismos de sinalizacao intracelular € de suma
importancia, e foi evidenciada in vivo por Matsuda et al. Neste trabalho a cultura de
ilhotas pancreaticas na presenca de bloqueadores de uma via de secrecdo de
citocinas proinflamatérias dependentes de LPS, melhorou a funcdo do enxerto em
camundongos diabéticos (MATSUDA et al, 2005).

Os resultados demonstrados no nosso estudo comprovam a acao
citoprotetora da FBP em ilhotas pancreaticas murinas mantidas em cultura por 24h.
Em doses basais de FBP (figura 9B-C), as ilhotas de Langerhans ndo apresentaram
uma diminuicdo na morte celular devido ao efeito citoprotetor da FBP, assim como
observado no grupo controle (figura 9A). Porém, em doses mais altas de FBP (figura
9D-F), observou-se a diminuicdo significativa de regides coradas com PI, indicando
uma diminuicdo da morte celular presente nas ilhotas de Langherans. A incubacéo
das ilhotas pancreaticas com 5mM de FBP apresentou menos de 5% da regiéo total
da ilhota marcada com PI (tabela 1).

Os dados sugerem que as ilhotas de Langerhans sofrem grande estresse
durante o seu isolamento, provocando perda de funcdo e morte da populacéo celular
da ilhota. A incubacdo com altas doses confirmou o efeito citoprotetor da FBP,
diminuindo a morte celular das ilhotas pancreaticas. Sendo assim, o tratamento de
ilhotas pancreaticas com moléculas citoprotetoras torna-se indispensavel para a
obtencdo da massa de ilhotas minima ideal a ser utilizada para um transplante,
visando a insulinoindependéncia. Em paralelo, o nimero de doadores necessarios
para o sucesso do transplante diminuiria, favorecendo um maior numero de

pacientes.
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O sucesso do transplante de ilhotas pancreéticas e, consequentemente a
transformagcdo do procedimento experimental em processo clinico, dependera do
aprimoramento de varios fatores. Dentre eles, a inibicdo da morte celular mediante o
uso de moléculas citoprotetoras e a expansdo das ilhotas na cultura, somados a
técnicas alternativas de cocultura com células mesenquimais, e ainda, a associacéo
dos mecanismos de inducao de tolerancia, prevencao da destruicdo das ilhotas por
autoimunidade ou mecanismos de rejeicdo aloimune, pode contribuir para o

desenvolvimento e a instalagdo do procedimento clinico.

7 CONCLUSAO

O estabelecimento dos procedimentos envolvidos no isolamento das ilhotas
pancreaticas, bem como a cultura com moléculas citoprotetoras, evidenciadas em
experimentos ex vivo € de fundamental importancia para o desenvolvimento de
terapias eficazes capaz de reverter o quadro patologico que afeta um grande
numero de portadores de DM1 em todo o mundo.

Esse estudo demonstrou que foi possivel, através de cultura ex vivo,
demonstrar a acdo citoprotetora da FBP em ilhotas pancreaticas murinas mantidas
em cultura.

Os resultados demonstraram que a diminuicdo na taxa de morte celular obtida
com a incubacdo com FBP torna-se indispensavel para a obtencdo de um numero

critico minimo de ilhotas, necessaria em um transplante de ilhotas de Langerhans.
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