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TITULO: O transplante de ilhéus pancreaticos na terapéutica da diabetes mellitus tipo 1: 0

estado da arte e perspetivas de futuro.

RESUMO

No mundo existem 49,8 milhdes de pessoas que sofrem de diabetes mellitus tipo 1. Esta
patologia € tratada com recurso a insulinoterapia exdgena intensiva, que obriga a uma grande
adesdo do doente e tem riscos como a hipoglicemia. O alotransplante de ilhéus pancreaticos,
por via percutanea trans-hepatica, representa uma hipétese de cura funcional da diabetes, ou
seja, de uma vida com controlo glicémico sem recurso a insulina exdgena. Neste artigo
fazemos uma revisdo do estado atual e das perspetivas de futuro desta terapéutica, analisando
as propostas de resolucao dos entraves que ainda se colocam ao transplante e a sua translacao
para a pratica clinica. O alotransplante de ilhéus é uma alternativa experimental nos doentes
com episddios frequentes de hipoglicemia grave, especialmente se associada a auséncia de
sintomas de alarme, mau controlo glicémico, progressao rapida das complicacfes crénicas,
apesar de terapéutica médica adequada, podendo ser realizado oportunisticamente associado
ao transplante de rim por permitir cobrir num s6 regime imunossupressor 0s dois enxertos.
Desde o protocolo de Edmonton que os resultados se vém aproximando dos obtidos com o
transplante de 6rgdo. O transplante deve ser avaliado pela duracdo da insulinoindependéncia,
pela prevencdo da hipoglicemia e pelo controlo glicémico que proporciona. Num estudo
prospetivo recente, a taxa de insulinoindependéncia aos 5 anos foi de 60% e, noutro estudo
demonstrou-se maior beneficio na retinopatia, comparativamente com a insulinoterapia. O
transplante é muito eficaz na redugdo do risco de hipoglicemia grave, embora com menor
custo-eficacia do que a insulinoterapia. Contudo, s é possivel com imunossupressdo cronica,
estando ainda por comprovar a vantagem no balango entre eficacia e seguranga desta troca em
ensaio clinico randomizado. A bioencapsulacdo permite o imunoisolamento dos ilhéus e

dispensa assim 0 uso de imunossupressores, 0 que tornard o alotransplante numa terapéutica
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muito mais atrativa S&o particularmente promissoras as nanocapsulas e as capsulas
conformacionais. Tém sido pesquisados locais alternativos de implantagdo, com especial
atencdo para o espago subcutaneo e o intramuscular, de acesso facil e com melhor fungdo das
células alfa. A sua limitacdo é a fraca neovascularizacdo. Outro problema € a falta de
disponibilidade de 6rgdos e dadores. Fontes alternativas de células beta s&o os xenoenxertos
porcinos, para ja impraticaveis, as células estaminais embrionadrias humanas, as celulas
estaminais pluripotentes induzidas, as células percursoras dos ductos pancreaticos ou a
transdiferenciacdo das células exocrinas. Ultrapassadas estas dificuldades, o transplante de

ilhéus podera constituir a opcao terapéutica de 12 linha em muitos doentes.

Palavras-Chave:

Transplante de ilhéus pancreaticos
Terapéuticas de reposicdo das células beta
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TITLE: Pancreatic islet transplantation for the treatment of diabetes mellitus type 1: a review

of the state of the art and perspectives on the future.

ABSTRACT

There are 49.8 million people worldwide who suffer from diabetes mellitus type 1. This
disease is treated with exogenous intensive insulinotherapy, which requires a great patient
compliance and has significant risks, such as hypoglycaemia. The percutaneous trans-hepatic
allotransplantation of pancreatic islets constitutes a potential functional cure for diabetes, in
other words, a life with glycaemic control without the need for exogenous insulin. In this
article we review the state of the art and future perspectives of this therapy, analysing
proposals for surpassing the obstacles that the transplant still faces and their translation from
bench to bedside. The allotransplantation of islets is an experimental alternative in patients
with frequent episodes of severe hypoglycaemia, especially if the patient is unaware of
warning symptoms, poor glycaemic control or rapid progression of chronic complications,
despite appropriate medical therapy. It can be opportunistically associated with Kkidney
transplant, since a single immunosuppressant regime protects both grafts. In this post-
Edmonton protocol era, results have become very close to those obtained with the whole
organ transplant. The islet transplant should be evaluated for the duration of insulin
independence, the prevention of hypoglycaemia and the glycaemic control that it provides. In
a recent prospective study, the rate of insulin independence at 5 years was 60%. Another
study showed improved outcomes in diabetic retinopathy with islet transplant when compared
to medical therapy. Although the transplant reduces very effectively the risk of severe
hypoglycaemia, it is less cost-effective than insulinotherapy. However, all this is only
possible with chronic immunosuppression. It is still missing a randomized controlled trial that
proves the clinical benefit of this trade-off. The encapsulation technology allows the islets

immunoisolation and turning the immunosuppression unnecessary. This technology will make
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the allotransplantation a more attractive therapy. The nanocapsules and the conformal coating
capsules are particularly promising. Alternative sites for implantation of the graft have been
investigated, particularly the subcutaneous and intramuscular spaces, which are easily
accessible and allow better alpha cells function. The main limitation is the poorer
neovascularization. Another problem is the lack of donor organs. Alternative sources of beta
cells are the porcine xenografts, impractical for the time being, the human embryonic stem
cells, the induced pluripotent stem cells, the pancreatic duct precursor cells and the
transdifferentiation of the exocrine cells. After these difficulties have been overcome, the
pancreatic islet transplantation might be adopted as the first line therapy in many patients with

type 1 diabetes.

Keywords:

Islets of Langerhans Transplantation
Beta-cell replacement therapy
Diabetes mellitus, Type 1
Edmonton Protocol

Insulin independence
Hypoglycemia

Immunosuppression

Encapsulation

Heterologous Transplantation

Stem Cell Research
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1 - INTRODUCAO

Segundo a Federacdo Internacional da Diabetes (1) e a Organizacdo Mundial de Saude (2),
estima-se que existam entre 415 a 422 milhGes de adultos, em todo o mundo, a sofrerem de
diabetes mellitus (DM), dependendo dos limites etarios considerados. Entre estes, 7 a 12%,
portanto, até 49,8 milhGes de pessoas (1), sofrem de diabetes mellitus tipo 1 (DM 1). E tem
sido notado um aumento da incidéncia da DM 1 nas criancas (3,4,5). Em relagdo a realidade
portuguesa, de acordo com os dados do Observatdrio Nacional da Diabetes (6), a prevaléncia

da diabetes (tipo 1 e 2) em 2014 foi de 13,1%, na populagéo entre os 20 e 0s 79 anos.

No tratamento da DM 1, a insulinoterapia exdgena constitui um dos maiores progressos da
Medicina dos Gltimos 100 anos. Contudo, esta ndo é uma terapéutica curativa. Na DM 1 ha
uma destruicdo das células beta dos ilhéus pancreaticos. Uma estratégia natural é tentar repor
as células em falta no doente. Assim, temos as terapéuticas de reposicdo das células beta, que
representam uma hipdtese de cura funcional, altamente benéfica para o doente. Entre estas,
existe o transplante de érgédo solido (TOS), em que o enxerto inclui as componentes exocrina
e enddcrina do pancreas, e o transplante apenas dos seus ilhéus (TI), ou seja, 0 seu tecido
enddcrino, relevante para a regulacdo glicémica. Ao passo que o TOS parece ter atingido
muito do seu potencial, o TI continua a ter algumas dificuldades em se afirmar (7), embora,
apresente resultados progressivamente melhores (8). Para contornar estas dificuldades, tem-se
investido na criacdo de solugBes inovadoras, como a bioencapsula¢do ou o uso de células
estaminais, que prometem revolucionar ndo sé o tratamento da DM 1, como também muitas
outras areas da Medicina. Com este trabalho, pretende-se fazer uma revisdo da evolucdo
historica, do estado atual e das perspetivas de futuro do transplante de ilhéus, que permita ao
leitor, especialista ou ndo na area da diabetes, se atualizar sobre os principais topicos desta
tematica. O artigo foca-se mais na perspetiva do clinico, no que se podera translacionar da

investigacdo pré-clinica para a investigagéo clinica e depois para a pratica médica corrente.
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No entanto, ao longo do trabalho, s&o fornecidas referéncias de artigos que focam mais 0s

aspetos de biotecnologia e outros do dominio da investigacéo béasica.

2 - MATERIAIS E METODOS

Foi feita uma pesquisa na base de dados da Medline (Pubmed) com os termos Medical Subject
Headings “islets of langerhans transplantation”, incluindo artigos dos ultimos 5 anos, escritos
nas linguas inglesa, portuguesa e espanhola, com o Abstract disponivel. Sempre que
relevante, foi feita uma pesquisa das referéncias citadas nos artigos, assim como de outros
artigos que se julgou importantes para a melhor compreensdo dos temas. Foram consultados

alguns relatdrios pertinentes, incluindo o do Collaborative Islet Transplantation Registry (9).

3- AEVOLUCAO HISTORICA DO TRANSPLANTE DE ILHEUS

3.1 - Desde dos primérdios até ao Protocolo de Edmonton

O transplante parcial do pancreas ndo € uma ideia recente e até foi utilizado para comprovar a
associacdo entre o pancreas e a diabetes. Antes mesmo do isolamento e inicio da aplicacédo
terapéutica da insulina por Banting, Best, Macleod e Collip, na década de 1920 (10), Oscar
Minkowsky realizou um autotransplante pancreatico. Este investigador, apds realizar
pancreatectomias totais em alguns cdes, implantou segmentos destes pancreas no espaco
subcutaneo e, até estes serem retirados ou até degenerarem espontaneamente, ndo se observou
hiperglicemia nos animais (11). Dois anos depois, Watson-Williams e Harshant, colocaram
segmentos de pancreas ovino na coxa de um rapaz com cetoacidose diabética. Depois de uma
melhoria transitoria da glicosuria, o0 enxerto acabou por falhar, provavelmente pela rejeicdo
imunitéria e pela pobre vascularizagdo (12). No entanto, com a descoberta da insulina, a ideia

do transplante caiu no esquecimento até a década de 1960. Em 1967, Lacy e Kostianovsky,
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descreveram um método de isolar os ilhéus do restante tecido pancreatico através do uso de
colagenases (13). Recorrendo a esta nova técnica, Lacy e Ballinger, em 1972, transplantaram
aloenxertos de ilhéus para a cavidade intraperitoneal de ratos com diabetes induzida por
estreptozocina. O transplante de ilhéus permitiu reverter a diabetes (14). Este resultado gerou
grande interesse por parte da comunidade cientifica. Entretanto, o transplante de ilhéus
comecou a ser testado também em humanos. Por exemplo, um estudo de 1980 reporta
transplantes alogénicos de ilhéus em humanos com euglicemia mantida a 9 meses sem recurso
a insulina exdgena (15). O aparecimento de novos agentes imunossupressores contribuiu para
este sucesso. Varios grupos de investigadores experimentaram diferentes protocolos, com
taxas de sucesso muito variaveis, desde 22 dias até 6 anos de insulinoindependéncia apo6s o
transplante (16). Todavia, segundo o relatério do International Islet Transplant Registry de
1999 (17), dos 267 pacientes alotransplantados entre 1990 e 1996, apenas 12,4% dos
individuos mantiveram o enxerto funcional por mais do que uma semana, e ainda menos,
apenas 8,2%, atingiram um ano com um enxerto funcional. S6 um caso de enxerto de ilhéus
conseguiu manter a sua funcionalidade até aos cinco anos. A maioria destes pacientes foram
tratados com regimes imunossupressores com glucocorticoides. Contudo, logo ao virar do

milénio, surgiu um protocolo de transplantacdo verdadeiramente revolucionario.

3.2 - O Protocolo de Edmonton

Consiste no conjunto de procedimentos enunciados por Shapiro et al. (18) da Universidade de
Alberta, situada na cidade de Edmonton, no Canada, dai a sua denominacao. Neste estudo, s6
foram feitos transplantes em individuos com DM 1 ha mais de 5 anos e com mau controlo
glicémico ou episodios frequentes de hipoglicemia. Uma importante diferenca em relacdo a
experiéncias anteriores foi a utilizacdo de ilhéus de varios dadores, em geral, dois ou trés, de
modo obter uma quantidade significativa de ilhéus para um s doente transplantado. Em
média, foram transplantados 11.547 (+ 1604) equivalentes de ilhéus / Kg de massa corporal
do individuo recetor, que foi a quantidade necessaria para obter euglicemia sem recurso a
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insulinoterapia exdgena. O equivalente de ilhéus € a unidade padrdo internacional para
quantificar o volume de ilhéus isolados, no contexto clinico e no laboratorial. Um equivalente
de ilhéus corresponde ao volume ocupado por um ilhéu totalmente esférico com um didmetro
de 150 pum (19). Outra importante inovagdo deste protocolo foi a reducdo do tempo de
isquemia fria, que, em média, foi de 13,9 horas (+ 9 horas). Esta reducdo foi possivel porque
os ilhéus foram transplantados logo a seguir a serem obtidos e preparados, sem necessidade
de os manter em cultura. Foi efetuado o cross-matching de acordo com o tipo sanguineo e
com a pesquisa de anticorpos linfotoxicos, mas sem realizar o matching do sistema HLA
(Human Leucocyte Antigen). A terceira inovacao importante do protocolo de Edmonton foi o
uso de regimes imunossupressores isentos de glucocorticoides. Isto é particularmente
importante, dado o efeito nefasto, bem conhecido, dos glucocorticoides sobre a glicemia.

Utilizou-se um regime com sirolimus, tacrolimus em baixa dose e daclizumab.

Nos casos que exigiram insulinoterapia, ap6s o primeiro enxerto, um novo transplante de
ilhéus foi realizado. Cerca de 12 meses ap6s o transplante, todos os pacientes estavam com
bom controlo glicémico sem recurso a insulina exdgena. Deve ser sublinhado que, seis dos
sete doentes necessitaram de uma segunda infusdo de ilhéus, até 70 dias ap6s o primeiro
transplante. Em relacdo aos episodios de hipoglicemia grave, que eram frequentes antes da
transplantacdo, deixaram de ocorrer ap6ds este tratamento, atingindo-se um dos principais
objetivos. No que concerne ao peptideo C, este estava indoseavel antes do transplante. Trés
meses depois deste, o peptideo-C passou a estar dosedvel, de forma estatisticamente

significativa (P < 0,001).

Em resumo, as principais inovagdes trazidas pelo protocolo de Edmonton foram a utilizacéo
de maltiplos dadores para um so recetor para conseguir garantir uma quantidade significativa

de ilhéus, a reducdo do tempo de isquemia fria e a dispensa do uso de glucocorticoides.
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3.3 - Desde o Protocolo de Edmonton até aos dias de hoje

Este protocolo mudou o paradigma do Tl e renovou o interesse neste campo. Os transplantes,
dai em diante, seguiram muitas das premissas de Edmonton. Porém, foram sendo introduzidas
modificagdes, como por exemplo, nos agentes imunossupressores utilizados. Os trabalhos
publicados até hoje tém vindo a demonstrar resultados funcionais do transplante de ilhéus
cada vez melhores e mais proximos do TOS, sem acarretar o risco de uma cirurgia major (7).
Como serd depois discutido, a pesquisa recente tem incidido sobre a melhoria da
imunossupressao, as localizag6es para transplante alternativas ao figado, as tecnologias, como
as técnicas de bioencapsulacdo, que permitam proteger o enxerto da resposta imunitaria, e

também sobre as fontes alternativas de células beta.

4 - A TERAPEUTICA ATUAL DA DM 1: OS SEUS SUCESSOS E OS SEUS
INSUCESSOS

O estudo Diabetes Control and Complications Trial (20), considerado um marco historico,
demonstrou que um regime de insulinoterapia intensiva consegue reduzir substancialmente o
risco de desenvolvimento de complicacbes microvasculares e retardar o agravamento das
mesmas, quando ja instaladas. Depois, 0 estudo Epidemiology of Diabetes Interventions and
Complications (21), também demonstrou o beneficio do regime intensivo na reducéo do risco
cardiovascular na DM 1. Por conseguinte, a terapéutica padrdo atual da DM 1 é a
insulinoterapia exdgena, em regime intensivo, com 3 ou mais injecdes por dia, ou em sistema
de perfusdo subcutdnea continua (22). Todavia, esta ndo é eficaz na prevencdo de
complicagdes numa parte significativa dos pacientes e, o controlo glicémico é conseguido a
custa de um risco duas a trés vezes maior de hipoglicemia (20). Efetivamente, esta € 0
principal risco e fator limitante da insulinoterapia (22). De acordo com a definicdo da

American Diabetes Association (ADA), a hipoglicemia grave corresponde a um episodio de
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hipoglicemia do qual o doente s6 recupera com o auxilio de uma outra pessoa, traduzindo um
estado de neuroglicopenia ja bastante consideravel (22). Estima-se que a incidéncia anual de
hipoglicemia grave seja de 1,6 episddios / doente, concentrados em cerca de 30% dos

pacientes (23,24). A hipoglicemia grave associa-se a maior mortalidade (22).

Uma medida muito importante para tratar a hipoglicemia é ensinar 0s pacientes a
reconhecerem os sintomas de hipoglicemia e a tomarem medidas antes que a neuroglicopenia
se torne demasiado grave e o doente fique incapaz de se tratar (25). Todavia, existe um
namero significativo de doentes que deixam de experimentar os sintomas de alarme tipicos da
hipoglicemia, ou seja, os doentes podem ter um nivel patologicamente baixo de glicose no
sangue, mas, ndo se apercebem dos seus efeitos. Isto pode ocorrer pela neuropatia autonémica
classica (26), ou seja, a degeneracdo do sistema nervoso autbnomo, ou com a chamada
hipoglicemia sem sinais de alarme associada & insuficiéncia autonémica (HSSAIA) ou
hypoglicemia unawareness (22,25). Em doentes com DM 1 ha mais de 5 anos, a resposta
adrenérgica, responsavel pelos sintomas de alarme, estd frequentemente diminuida. Apesar de
reversivel, esta situacdo é de dificil controlo dado que o limiar glicémico de ativacdo da
resposta adrenérgica diminui ap6s um episodio de hipoglicemia. Bastam dois episddios de
glicemia menor que 70 mg/dL para que a resposta contra-regulatéria em episodio ulterior se
diminua em 30%. Ou seja, 0s doentes com glicemias frequentemente baixas, como é comum
com a insulinoterapia intensiva, desenvolvem um fenémeno adaptativo e s6 experimentam
sintomas autonémicos com niveis perigosamente baixos de glicemia (25). A terapéutica de
reposicdo das células beta permite restaurar a fisiologia normal do metabolismo da glicose e
assim evitar a hipoglicemia, constituindo o transplante de ilhéus uma opcao terapéutica para
os diabéticos com HSSAIA. Outro efeito bem conhecido da insulinoterapia é o ganho

ponderal.
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Além destes riscos, é necessario que haja uma boa adesdo do doente ao plano terapéutico,

tornando o seu sucesso muito dependente do doente. Nem todos os doentes relnem as

condicBes para seguirem este tipo de controlo tdo apertado. Também é essencial garantir a

existéncia de profissionais de salde preparados para a educagdo terapéutica dos pacientes

(22). Por outro prisma, também é um tratamento oneroso que implica a compra de insulina,

aplicadores e tiras-teste de glicemia para o resto da vida (1,6). Na tabela 1 resumem-se 0s

principais problemas da atual terapéutica padrédo da DM 1.

O sucesso depende muito da adesédo do doente

Eficacia a prevenir as complicagdes crdnicas

- Monitorizag&o diéria obrigatéria, ou obrigagéo de uso
de dispositivo automatico

- Administracdo diaria de insulina obrigatdria ou uso de
dispositivos autdnomos para esse efeito

- Cuidados alimentares: se for seguido um regime
intensivo funcional obriga a contagem de equivalentes de
hidratos de carbono

- Depende da capacidade do doente adaptar a
administracéo de insulina as circunstancias (por
exemplo: exercicio, refeicdo mais ou menos rica em
hidratos de carbono)

- Sendo o tratamento centrado no doente, a adesdo a
terapéutica necessaria pode estar comprometida em
criancas, idosos, doentes com défice cognitivo ou

patologia psiquitrica, e outros grupos especiais

- N&o previne o aparecimento de complicactes

crénicas num namero importante de doentes

Riscos / Efeitos secundarios

- Hipoglicemia
- Ganho ponderal
- Distrofia lipidica no local da inje¢cdo

- Reac0es de hipersensibilidade, sobretudo locais

Outros problemas

- Perda de qualidade de vida dos doentes
- E uma doenca cronica, com elevados custos

socioecondémicos

Tabela 1: Problemas atuais da terapéutica padréo da DM 1.
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5 - INDICAQ@ES E CIRCUNSTANCIAS PARA REALIZAR O TRANSPLANTE

DE ILHEUS

Dado que a DM 1 surge pela perda irreversivel das células produtoras de insulina, que resulta
numa insulinopenia absoluta, faz todo o sentido substituir estas células por outras, tal como se
faz para outros tecidos e 6rgdos. O que se pretende com a reposicao das células beta é uma

cura funcional, e ndo a cura do fendbmeno autoimune que leva a destruicdo das células.

A reposicdo de células beta pode ser feita pelo alotransplante de o6rgdo sélido, ou pelo
alotransplante de ilhéus. Estes dois tipos de transplante podem enquadrar-se em trés situacdes
diferentes: 1) transplante simultdneo com o transplante de rim; 2) transplante apds o
transplante de rim e 3) transplante isolado de todo o pancreas ou sé dos ilhéus (7). As duas
primeiras sdo uma associacdo entre o transplante renal e o transplante de tecido pancreatico.
Estas sdo feitas com frequéncia nos doentes com DM 1 que apresentam doenca renal cronica
em estadio terminal e que necessitam de transplante renal. Esta associacdo € benéfica para o
doente por duas razbes. Por um lado, o doente vai ter de estar obrigatoriamente sob regime
imunossupressor para proteger o enxerto renal e, assim, o0 enxerto pancreatico fica protegido
pela mesma terapéutica imunossupressora. Por outro lado, o pancreas transplantado vai
secretar insulina de forma fisioldgica e assegurar a euglicemia e, deste modo, ter um efeito
protetor sobre o enxerto renal (27). Um doente com DM 1 a que se tenha de realizar
transplante de outro 6rgdo, sem ser o renal, também podera beneficiar do transplante de
ilhéus, mas, a associacao entre o transplante de rim e de ilhéus, pela elevada incidéncia de

nefropatia na DM 1, é de facto a mais observada.

A terceira modalidade é o transplante isolado de tecido pancreatico. Segundo as
recomendacdes da ADA para o transplante de 6rgdo inteiro (28), o transplante isolado deve
ser equacionado em pacientes cuja insulinoterapia causa problemas emocionais ou problemas

clinicos ao doente, ou em pacientes com histéria de complicacbes metabolicas agudas
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(cetoacidose, hiperglicemia hiperosmolar e hipoglicemia) frequentes e graves, nao preveniveis
pela insulinoterapia. Estas indica¢fes também sdo aplicaveis ao transplante de ilhéus (7). Ao
fendtipo da DM 1, com niveis de glicemia muito instveis, acompanhados de episddios
frequentes de hipoglicemia e/ou cetoacidose e consequentes internamentos recorrentes, alguns
autores dao o nome de diabetes I&bil, ou brittle diabetes na literatura anglo-saxénica. Afeta 3
em cada 1000 doentes e associa-se a pior prognostico, com pior qualidade de vida, maior
incidéncia de complica¢bes microvasculares, complicacfes na gravidez e menor esperanca
média de vida (29,30). O transplante de ilhéus pode beneficiar estes doentes (7). Este também
pode ser uma solucdo de recurso em casos em que, apesar de terapéutica médica ajustada, ha
uma progressdo rapida das complicagdes crénicas (31). Na tabela 2 resumem-se as

circunstancias em que, atualmente, se contempla o transplante de ilhéus.

Insulinoterapia intoleravel para o

doente

Diabetes labil, com mau controlo

glicémico

Complicacgdes agudas frequentes e

graves ndo preveniveis pela

Transplante isolado de ilhéus insulinoterapia
Circunstancias nas quais se Progressédo rapida das complicacdes
realiza o transplante de ilhéus cronicas, apesar de terapéutica
adequada

Episddios de hipoglicemia grave,
especialmente se com auséncia de

sintomas de alarme

. . Em simultdneo com o de rim
Transplante de ilhéus associado

ao transplante renal Apds o transplante de rim

Tabela 2: Circunstancias nas quais se faz o transplante de ilhéus.

O doente tipico que recebe o transplante de aloilhéus tem DM1 usualmente ha mais de 5 anos,
guase sempre com peptideo-C indetetavel, e muitas vezes, com niveis de hemoglobina glicada
(HbA1c) iguais ou superiores a 8% (8), e que se encaixa nas circunstancias resumidas na

tabela 2.
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Em 2006, a American Diabetes Association (ADA) recomendou que o transplante de ilhéus
fosse apenas realizado no d&mbito de estudos em centros especializados (32). Passados 10
anos, ndo houve alteracdo desta recomendacdo, mesmo tendo em conta todos 0s avangos

feitos nos ultimos anos, permanecendo o T ainda um tratamento experimental.

6 - O PROCEDIMENTO

Desde antes do protocolo de Edmonton que o transplante intra-hepatico de ilhéus tem sido a
forma de transplante de ilhéus preferida. De seguida, descreve-se, de forma sucinta, o
procedimento mais consensual atualmente. Dado se tratar de um tratamento experimental,
ainda ndo padronizado, existem modificacdes ao procedimento consoante o centro. Ao longo

da descricdo, descrevem-se também sugestdes de melhoria feitas por alguns autores.

6.1 - Avaliacdo Pré-transplante do Doente

Todos os pacientes devem ser sujeitos a uma ecografia hepatica com avaliacdo Doppler da
veia porta, 0s seus ramos e as veias hepaticas, dado que a infusdo de ilhéus geralmente é feita
na veia porta. O que se pretende rastrear com este exame sao situacdes que podem constituir
contraindicacdes ao transplante ou pelo menos aumento do risco de realizar o transplante (33),

que estdo listadas na tabela 3.

- Examinar a paténcia da veia porta
Ecografia
- Rastrear a presenca de hipertensdo portal, que pode ser agravada pela infuséo de ilhéus

Hepati m o - : :
epatica co - Excluir nddulos/massas hepaticas benignos, mas que podem ser puncionados
Doppler acidentalmente durante o procedimento (exemplo: hemangiomas)

- Excluir esteatose hepatica, cirrose e doenca hepéatica maligna

Tabela 2: Patologias hepaticas a excluir pela ecografia antes do transplante intra-hepético de ilhéus.
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6.2 - Obtencéo dos llhéus e Preparacdo da Infuséo de Ilhéus

Os ilhéus sdo obtidos a partir de pancreas de dadores em morte cerebral. A qualidade dos
ilnéus obtidos vai depender do tempo que leva entre a declaracdo de morte cerebral, a
extracdo do 6rgdo e a sua chegada ao laboratorio, assim como também do meio de
conservacao utilizado no transporte do 6rgdo (16). Outra variavel é o estado do 6rgao, prévio
a sua colheita e as caracteristicas do dador (9). Hoje em dia, verifica-se uma tendéncia para
recorrer a dadores com mais massa corporal, atendendo a que 0s seus pancreas terdo mais
células beta. Atendendo a epidemia da DM 2, ha o risco de estar a usar enxertos de individuos

com diabetes, e por isso esta deve ser rastreada nos dadores (8).

Depois, os ilhéus tém de ser isolados do restante tecido. O objetivo € retirar 0 maximo de
tecido acinar pancreatico. E importante reduzir a massa de tecido a injetar na veia porta, para
evitar a hipertensdo portal e fenémenos oclusivos como a trombose portal (16). Para este
efeito, o pancreas é submetido a uma digestdo, mediante o uso de colagenases, seguida de
uma centrifugacao a baixas temperaturas, dita a frio. Nesta centrifugagéo, perdem-se cerca de
50% de ilhéus, e dos restantes ilhéus que sobrevivem, varios ficam parcialmente danificados

(16). Existem varios preparados de colagenases comercializados atualmente (9).

E fundamental transplantar a quantidade adequada de ilhéus. Pelos métodos atuais de
contagem, transplanta-se uma quantidade aproximada de 6.000 ilhéus saudaveis / Kg de
massa corporal, 0 que para uma pessoa de 70 Kg corresponde a 420.000 ilhéus transplantados.
Esta quantidade corresponde a cerca de 40-50% do numero total de ilhéus de um péancreas de
uma pessoa saudavel, o que é suficiente para manter a euglicemia durante muitos anos,
conforme se comprova em hemipancreatetomizados ou recipientes de um hemipancreas (34).
Todavia, esta quantidade bastante razoavel de ilhéus, em alotransplantes, s6 tem uma taxa de
sucesso de 50% aos 15 meses. Provavelmente, a taxa de sucesso sera baixa porque o nimero

real de ilhéus saudaveis transplantados € inferior ao numero de ilhéus saudaveis estimado
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pelos métodos de contagem atuais. Os métodos de contagem de ilhéus ap6s o processo de
isolamento, podem ndo discriminar entre os ilhéus parcialmente lesados e os ilhéus
verdadeiramente integros. Ou seja, quando se pensa estar a transplantar a quantidade
suficiente de ilhéus, na verdade, alguns desses ilhéus estardo ja danificados antes do proprio
transplante. Atendendo a que no autotransplante de ilhéus, feito ap6s pancreatectomia por
pancreatite cronica, nao é feita esta purificacdo tdo intensa e, ndo ha maior risco de ocorrem
complicacdes, talvez a centrifugacéo a frio tenha menor beneficio do que o prejuizo que traz

ao sucesso do transplante (31).

Existe o risco, embora apenas de 1,65%, de contaminacdo dos preparados de ilhéus com

microrganismos (9).

6.3 - Métodos de contagem dos Ilhéus

Apesar da unidade de equivalente de ilhéus ser a unidade padrdo para quantificar os ilhéus
isolados, Huang et al (19) defendem que esta unidade sobrestima o volume de tecido
transplantado pois, baseia-se na falsa premissa de que todos os ilhéus sdo perfeitamente
esféricos. Por isso, propGem uma nova unidade, o nimero de células, que, segundo 0s autores,

€ um método mais fidedigno de quantificar o tecido transplantado.

6.4 - Infusdo dos llhéus

Inicialmente, a infusdo dos ilhéus na veia porta era realizada por laparotomia. Contudo, com a
evolucdo das técnicas percutaneas guiadas por método de imagem, hoje em dia, € um
procedimento de radiologia de intervencdo. Através de um acesso percutaneo € possivel
cateterizar a veia porta, utilizando a técnica de Seldinger (33). Geralmente, o procedimento é
efetuado sob sedacdo consciente e anestesia local (18). A puncgéo é guiada por ecografia, que
permite visualizar o ramo da veia porta a cateterizar e evitar complicacbes por puncgédo
inadvertida das vias biliares ou da artéria hepética. A puncdo do ramo da veia porta é de

seguida confirmada por fluoroscopia. Preferencialmente, € puncionada uma ramificacdo
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periférica do ramo direito da veia porta, pela sua boa visibilidade ecogréfica e facilidade de
acesso sem atravessar outras estruturas que ndo apenas o parénquima hepético. Depois de
puncionada a ramificacdo da veia porta é colocado um fio-guia, com progressdo do mesmo até
ao tronco da veia porta. O fio-guia permite progredir com uma bainha e um cateter pigtail que
posteriormente servird para distribuir uma quantidade idéntica de ilhéus pelos dois lobos
hepéaticos. Antes da administracdo de ilhéus ser concretizada, obtém-se uma portografia para
avaliar a permeabilidade da veia e a sua arvore anatomica.

A pressdo venosa portal deve ser medida antes e, durante o procedimento a intervalos
regulares. Uma pressdo superior a 20 mmHg durante a infusdo, acarreta maior risco de
trombose e de hemorragia no local da venopuncéo (33). Por isso, se a pressdo venosa portal
estiver acima de 20 mmHg a infusdo deve ser parada. A infusdo de ilhéus dura habitualmente
entre 10 a 30 minutos. A preparacdo a infundir contém geralmente entre 2 a 3 ml de tecido,
até um maximo de 10 ml, em suspensdo com 250 ml de dextrano. E injetada juntamente com
heparina para prevenir a formacdo de trombos. Terminada a infusdo de ilhéus, é realizada
uma nova portografia para descartar algum fenémeno trombaético agudo.

Para prevenir a hemorragia apos transplante de ilhéus, ha varios autores que defendem a
utilizacdo de material de embolizacdo no trato de puncdo no parénquima hepético (49-51).
Isto é conseguido da seguinte maneira: a bainha vai sendo retirada lentamente e a medida que
é retirada, vao sendo injetadas pequenas quantidades de contraste para conferir a localizacao
anatomica da bainha e, confirmar que a bainha j& ndo esta na veia porta e ndo penetrou
noutras estruturas vasculares (35). Por exemplo, se o trajeto da pungdo passar pela veia
hepética, a colocacdo de materiais embolizantes no trato e, por conseguinte, na veia hepatica,
pode conduzir a uma embolia pulmonar (35). A medida que a bainha também vai sendo
retirada, vdo sendo injetados materiais embolizantes para obliterar o trato intra-
parenquimatoso hepatico de acesso. Os materiais mais utilizados sdo coils / espirais de fibra

de platina, ou entdo rolhdes feitos de material hemostético (gelfoam®) (35). Alguns autores

Pagina 21/71



Trabalho final do 6° ano_ ano letivo de 2015/2016 Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra

preferem utilizar os coils dado o risco de migracdo dos rolhdes de gelfoam® (33). Varios
estudos comprovam a relevancia da embolizacdo do trato de acesso a veia porta. Na série de
132 transplantes efetuados por Villiger et al. (35), em que a embolizagcdo nédo foi feita de
forma rotineira a taxa de complicagdo hemorragica foi de 13,6%, com 18 casos de hemorragia
ameacadora da vida. Quando se passou a realizar a embolizacdo de forma rotineira, para todos
os transplantes, nédo se verificaram casos de hemorragia. Outros estudos em que se embolizou
o0 trajeto da puncdo, apresentaram uma baixa taxa de hemorragia, sempre inferior a 6,5%
(33).

Nos trabalhos realizados sobre o tema (49,50,52) encontraram-se outros fatores de risco para
hemorragia, nomeadamente: 1) o nimero de punc@es realizadas num so procedimento; 2) o
numero de transplantes de ilhéus prévios (quanto maior o numero de procedimentos maior é o
risco de hemorragia); 3) a dose de heparina utilizada > 45 U/Kg; 4) pressdo venosa portal
aumentada; 5) terapéutica anti-agregante; 6) a trombocitopenia.

A utilizacdo da ecografia, para além da fluoroscopia, é particularmente importante para evitar
demasiadas puncdes, uma vez que a ecografia permite uma visualizacdo direta e em tempo
real. A combinacdo de ecografia com controlo fluoroscépico provou ser melhor do que a
fluoroscopia isolada (36). Também é possivel realizar a cateteriza¢do da veia porta guiada por
tomografia computorizada (TC) com sucesso. Porém, a TC, para além de menor
disponibilidade na maioria das instituicdes, obriga a um maior dispéndio de tempo e a maior

exposicao a radiacao.
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Dador Recetor
Pancreas do dador

Parte exocrina S
Parte endocrina

Figura 1: Desenho esquematico do procedimento do transplante de ilhéus. Legenda: 1) o pancreas é colhido
de um dador, geralmente em morte cerebral; 2) o 6rgdo € processado de maneira purificar o enxerto, separando a
parte enddcrina, os ilhéus, da parte exdcrina; 3) os ilhéus sdo infundidos na veia porta; 4) os ilhéus (a azul)
implantam-se nos sinusoides hepaticos, de forma difusa pelos espagos vasculares do figado.

6.5 - Outras Complicacdes

Para além da hemorragia, acima discutida, podem ocorrer também outras complicacdes
associadas ao procedimento, tais como, a hemorragia no espaco pleural, que é uma
complicacdo rara e que se associa a ma qualidade da técnica (36); a trombose da veia porta,
gue pode ocorrer em até 3% dos casos e € potencialmente fatal, e que se relaciona
provavelmente com a densidade dos conjuntos de ilhéus infundidos (37). Também héa casos
descritos de fistulas arteriovenosas e de traumatismo da bexiga ou da arvore biliar (37). Uma
gueixa relativamente comum dos doentes (17,6% dos casos) é a dor ou desconforto durante o
procedimento, que pode obrigar a uma anestesia geral em alguns casos (33). Na tabela 3

apresentam-se algumas séries de procedimentos e as complicacdes que ocorreram.
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N° total de
N° de
Estudo e ano de publicagdo complicagBes Tipos de complicacdes
procedimentos
major
4 hemorragias + 2 hematomas + 2
Owen et al. 2003 68 8 9
tromboses venosas portais
Venturini et al. 2005 58 3 2 hemorragias + 1 trombose
7 hemorragias + 1 episddio de
. 77 10 . N
Shapiro et al. 2006 hipoglicemia + 2 tromboses venosas
portais
15 hemorragias + 5 tromboses venosas
Low et al. 2010 230 20 g
portais
Dixon et al. 2012 17 1 1 hemorragia

Tabela 3: Algumas séries de procedimentos de transplante intra-hepéatico de ilhéus e suas complicacGes.
Elaborada a partir de Dixon et al. (33).

6.6 - Avaliacéo logo apo6s o Transplante
Logo no dia seguinte ao procedimento € realizada uma ecografia abdominal. Desta deve

constar o despiste de hemorragia e a avaliacao do fluxo hepatoportal (33).

Analiticamente, na primeira semana, ocorre uma elevacdo das enzimas hepéticas, com

respetiva normalizacdo dentro das primeiras 4 semanas apds o transplante (38).

7 - REGIMES IMUNOSSUPRESSORES

Por um lado, um alotransplante como o de ilhéus, tal como o de rim ou de coracgdo, sofre uma
reacdo imunitaria que reduz o seu sucesso. Isto é demonstravel pelos melhores resultados do
autotransplante de ilhéus apds pancreatectomia em doentes com pancreatite cronica, sem DM
1, submetidos a cirurgia para resolugéo da dor (39,40). Por outro lado, ao transplantar parte do
pancreas entre gémeos monozigoticos, de um saudavel para um com DM 1, a diabetes é

aparentemente curada durante algumas semanas. Ao longo destas, observa-se a destruicdo dos
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ilhéus, com preservacgdo do tecido exocrino, demonstrando a natureza autoimune da patologia
(24). Ou seja, o controlo da resposta imunitaria ao enxerto é fundamental para manter os
ilhéus funcionantes. Tém-se utilizado agentes imunossupressores ja experimentados noutros
tipos de transplantes. Na tabela 5 enumeram-se 0s varios agentes imunossupressores

utilizados no transplante de ilhéus.

Acéo do farmaco Farmaco Acéo do farmaco Farmaco
Tacrolimus Inibidores Everolimus
Inibidores da Calcineurina
do mTor
Ciclosporina Inibidor da Sirolimus
Replicacéo
P ] ¢ Anélogo do o
Antagonistas / Inibidores do Infliximal das Celulas DNA Azatioprina
TNF-a ——
Etanercept Ifoses Micofenolato mofetil
enzimatico

Antagonista do recetor da

Alemtuzumab Daclizumab
IL-2
DT EFEDOE M TEIEs 1 Globulina anti-timécito Deplecéo de linfécitos B Rituximab
Globulina anti-linfocito Anti-inflamatdrio Glucocorticoides

Tabela 5: Principais agentes imunossupressores utilizados no transplante de ilhéus. Elaborado a partir do
relatério do CITR (9).

Desta lista de farmacos, os glucocorticoides perderam a sua importancia desde Edmonton,
pelo efeito deletério que exercem no enxerto. No entanto, outros farmacos, como o
tacrolimus, que até faz parte do protocolo de Edmonton (18), também exercem efeitos
negativos sobre a secrecdo de insulina nas células beta humanas (41). Em modelos animais,
observou-se um efeito inibitério significativo de varios agentes imunossupressores sobre a
secrecdo de insulina, incluindo a metilprednisolona (até 90% de inibig&o), o micofenolato (até
83%), o sirolimus (até 63%), a ciclosporina (até 24%) e o tacrolimus (até 20%). Né&o se

registou efeito inibitorio por parte do daclizumab (42). A combinacdo da lesdo causada pela
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resposta imunitaria com a toxicidade dos farmacos utilizados para suprimir essa mesma

resposta, é bastante relevante na reducao da sobrevivéncia dos aloenxertos.

Em relacdo aos regimes imunossupressores, ha que distinguir os agentes que se usam apenas
para inducdo e os que se usam para manutencdo. No protocolo de Edmonton usa-se um
antagonista do recetor da interleucina 2 (IL-2) como indutor, combinado com dois agentes de
manutencdo, um inibidor da calcineurina, o tacrolimus e, um inibidor do mTOR, o sirolimus.
A combinacdo de farmacos empregados tem mudado desde a publicagdo do protocolo,

conforme se ilustra na seguinte figura esquematica (Figura 2).

Agent Periodo de Atualidad
gente 1999-2002 ualidade

Antagonistas do recetor Usa-se cada vez mais combinagBes de

Agentes de dalL-2 agentes de deplecio dos linfocitos T e
inducdo PR 3
¢ apenas inibidores do TNF-o. com ou sem
antagonistas da IL-2
Inibidor da Calcineurina Continua a utilizar-se o inibidor da
calcineurina
Agentes  de Substituido na maioria dos casos por
manutengao agentes inibidores da enzima Inosina-5'-

Inibidor do mTOR

monofosfato desidrogenase (ex:

micofenolato mofetil)

Figura 2: A evolugdo nos esquemas imunossupressores desde 1999 até a atualidade. Segundo o relatério do
CITR (9).

8 - COMPLICA(;()ES TARDIAS E EFEITOS SECUNDARIOS DO
TRANSPLANTE DE ILHEUS

Seis meses depois do transplante, em 20% dos casos, pode-se detetar esteatose hepética na
ressonancia magnética (RM), comprovada por bidpsia. Nesta, verifica-se um padréo

predominantemente heterogéneo granular, que parece ser bastante especifico desta situacdo. A
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esteatose deve-se provavelmente ao efeito paracrino da insulina libertada pelos ilhéus e é

aparentemente benigna, contudo, ndo se conhece ao certo o seu impacto a longo termo (43).

Apo6s o TI isolado, a RM também demonstra, por vezes, edema perinéfrico associado a

alguma disfuncao renal, em doentes cuja funcdo renal pré-transplante estava normal (44).

Também sdo expectaveis efeitos secundarios a administracdo dos agentes imunossupressores,
como o risco aumentado de infecdes ou de neoplasias, porém, ainda estd por se perceber a
verdadeira incidéncia destes fendmenos secundarios. Por exemplo, em relacdo ao risco de
aumento da incidéncia de neoplasias, atendendo a que a propria diabetes aumenta o risco
neoplasico, ¢ dificil prever em que medida o alotransplante poderda aumentar a incidéncia de

neoplasias (9).

Um dos efeitos mais notados tem sido uma elevada prevaléncia, que pode chegar aos 70,5%,
de quistos ovaricos em mulheres, ainda em idade feértil, a tomar sirolimus apos o transplante
de ilhéus. A suspensdo do sirolimus associou-se a uma reducdo das dimensdes ou até mesmo
desaparecimento completo dos quistos em 80% dos casos. Assim, € recomendavel uma
vigilancia ginecologica regular destas doentes. Também é de notar que nas mulheres sob

contracecao hormonal oral ndo se desenvolveram quistos (45).

9- MONITORIZAC}AO DO ENXERTO INTRA-HEPATICO

A monitorizacdo da vitalidade do enxerto € feita indiretamente pelos seus efeitos na glicemia
e a sintese de peptideo-C (9). No entanto, faltam formas de estudo imagioldgico dos ilhéus
intra-hepaticos. A RM com ilhéus marcados com oxido de ferro superparamagnético podera
constituir um método de monitorizar imagiologicamente o enxerto e diagnosticar a rejeicdo
(46). A tomografia de emiss@o de positrées com 2-desoxi-2-(18F) fluoro-D-glicose também

tem sido estudada mas ainda existem dificuldades técnicas a serem ultrapassadas (36).
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10 - OS RESULTADOS DO ALOTRANSPLANTE DE ILHEUS

10.1 - Onde é realizado o transplante e, ha algum registo internacional dos resultados?

Embora seja ja realizado em vérios centros desde ha varias décadas, s6 desde 1999 é que ha
um registo internacional dos resultados (47). Este é feito pelo Collaborative Islet Transplant
Registry (http://www.citregistry.org/), ou CITR, que retune os dados de centros localizados
nos Estados Unidos da América (EUA), no Canada, na Europa e na Australia. Dado que este
registo é, em muitos casos, voluntario e dependente da instituicdo, infelizmente, os dados
deste registo ndo traduzem de forma completa o trabalho feito nesta area (9,47). No entanto,
conforme se verifica na revisdo independente feita por Tezza et al. (48), ilustrada na figura 2 e

explanada na tabela 4, a atividade de T1 concentra-se nos paises abrangidos pelo CITR.

EUA + Canada Bl
319 doentes et > Japao
transplantados transplantgigs
¥ 6 doentes
transplantados
. Australia
Argentina »
6 doentes
11 doentes transplantados
transplantados

Figura 2: Principais centros mundiais com atividade de transplantacéo de ilhéus entre os anos 1999-2009.
Imagem elaborada pelo autor do trabalho, segundo a revisdo feita por Tezza et al. (48). Atualmente, grande parte
dos transplantes concentram-se na América do Norte e na Europa.
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() ()
Zona Geogréfica N° de doentes transplantados (percentagem N° de centros Centro mais ativo
do total) ativos
América do Norte 12 centros
319 doentes transplantados (51,3%) A Edmonton (118 doentes)
(EUA + Canada) principais
América do Sul 11 doentes transplantados (1,8%) s6 1 centro principal (Buenos Aires, Argentina)
9 centros Geneva + GRAGIL (75
Europa 279 doentes transplantados (44,9%) (
principais doentes)
Asia 6 doentes transplantados (1%) s6 1 centro principal (Kyoto, Japédo)
Oceénia 6 doentes transplantados (1%) s0 1 centro principal (Sidney, Austrélia)

Tabela 4: Revisdo da atividade mundial de transplantacéo de ilhéus entre 1999 até 2009. Tabela elaborada
segundo a revisdo feita por Tezza et al. (48).

10.2 - O numero de transplantes nos ultimos 15 anos
Desde o advento do protocolo de Edmonton, que se tem observado uma tendéncia de
crescimento do numero de transplantes, conforme se pode verificar pelos relatorios anuais do

CITR, ilustrado pelo grafico 1 abaixo.

Evolucdo nos relatérios anuais do CITR (2004-2012)

2500
2000
1500
1000
500 __—
/’_/
e —
———————
0
2004 2005 2006 2007 2008 2009 2011 2012
— N2 de Doentes Alotransplantados N de Infusdes de Ilhéus N2 de Dadores

Grafico 1: A evolucao no n° de doentes alotransplantados, no n° de infusdes de ilhéus e no n° de dadores ao
longo nos registos feitos pelo CITR e publicados nos seus relatorios anuais. Grafico elaborado com base no
8° relatdrio anual do CITR (9).
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Como se deduz também a partir do gréafico, uma porgéo significativa dos doentes recebe mais
do que uma infusdo de ilhéus. Também se verifica maior utilizacdo dos dadores de érgéo.

No que concerne a associacdo com o transplante de rim, como se observa no grafico 2, ha
uma clara predominancia do transplante de ilhéus isolado, ao contrario do que ocorre no

transplante de 6rgéo solido (7).

NQ Total de transplantes de Ilhéus (1999-2012)

= Transplante de llhéus Isolado = Transplante de llhéus Apds ou Simultaneo com o de Rim

Grafico 2: Numero total de infusdes durante o periodo de 1999 até 2012, registadas pelo CITR (9), com
discriminacgéo do tipo de transplante feito.

10.3 - Quem tem recebido o transplante?
Na tabela 7 resumem-se as principais caracteristicas dos recipientes atuais de transplante de

ilhéus comparadas com as caracteristicas de outros dois periodos temporais.

Idade média em Duragéo média Peptideo-C Ha guantos anos estava sob
Periodos anos (+ DP) na (+ DP) da basal médio (+ HBAlc média insulinoterapia intensiva
temporais altura do diabetes em anos | DP) em ng/ml (x DP) em % antes do transplante, em
transplante média (+ DP)
2003-2006 44,6 +0,6 29,6 +0,6 0,1+0,0 7810,1 236+12
2007-2010 479+0,6 31,4+0,9 0,1£0,0 79+0,1 199+20
2011-2014 47,7+0,9 29014 0,210,1 8,410,1 16,4+2,6

Tabela 7: Comparacgdo entre as caracteristicas dos recipientes de transplante de ilhéus em 3 periodos
diferentes, desde 2003 até 2014. Com base no relatério do CITR (9).
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Conclui-se que o transplante de ilhéus é feito em doentes com cerca de 30 anos de duragdo da
doenga, com valores de HbAlc elevados, apesar dos doentes estarem sob insulinoterapia
intensiva desde ha um periodo temporal substancial. Segundo o CITR (9), cerca de metade
dos doentes transplantados no periodo de 2011-2014, estavam com bomba de perfusdo de

insulina.

10.4 - O que define o sucesso do transplante de ilhéus?

O objetivo do transplante é conseguir procedimentos seguros, sem complicacdes, e garantir
aos doentes insulinoindependéncia duravel, livre de imunossupressdo cronica. Ainda nao é
possivel garantir alotransplantes sem imunossupressdo, por conseguinte, a manutencdo da
euglicemia e a seguranca sdo as principais variaveis a avaliar. Dado ser uma das indicacdes
mais frequentes, a frequéncia de episodios de hipoglicemia grave também deve ser aferida. O
CITR define 5 objetivos primarios a atingir: 1) insulinoindependéncia, que tem de durar mais
de 14 dias consecutivos; 2) peptideo-C > 0,3 ng/ml; 3) HbAlc < 6,5% ou uma redugdo > 2%;
4) glicemia em jejum entre 60 e 140 mg/dl e 5) a presenca ou ndo de episodios de
hipoglicemia grave. Quando o valor do peptideo-C apds estimulacdo é < 0,3 ng/ml e, o valor
do peptideo-C em jejum é indetetavel, considera-se que hd uma perda completa do enxerto.
Em relacdo a hipoglicemia, é avaliada a sua existéncia e a presenca ou ndo de sintomas de

alarme.

10.5 - Resultados obtidos em insulinoindependéncia
Como se pode ver na tabela 8, em varios estudos publicados desde 2000, a
insulinoindependéncia a 1 ano é atingida em muitas séries em mais de 60% dos casos,

chegando mesmo no estudo que originou o protocolo de Edmonton (18) ao valor de 100%.
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Estudo / ano de publicacio N° de doentes transplantados N° de doentes insulinoindependentes
1 ano apds transplante

Shapiro et al. 2000 7 100%

Owen et al. 2003 34 81%

Venturini et al. 2005 34 35%

O’Connell 2006 5 60%

Neeman et al. 2006 6 50%

Shapiro et al. 2006 36 44%

Low et al. 2010 110 82%

Collaborative Islet Transplant 412 70%
Registry 2011

Dixon et al. 2012 10 67%

Tabela 8: A insulinoindependéncia 1 ano apo6s o transplante de ilhéus. Elaborada a partir de Dixon et al.
(33).

Porém, a ambicdo € que a insulinoindependéncia dure mais tempo, de forma a substituir
inteiramente a insulina exdgena, e permitindo as pessoas uma vida livre das exigéncias da
atual terapéutica padrdo. Por isso, é importante analisar os resultados do transplante depois do
primeiro ano. Dado ser uma terapéutica experimental, que ganhou entusiasmo sobretudo a
partir de 2000, e ser feita ainda em relativamente poucos centros, ndo existem muitos estudos
de follow-up a cinco anos dos doentes transplantados, deixando ainda ddvidas sobre a

durabilidade da insulinoindependéncia.

No follow-up dos doentes transplantados em Edmonton (37), sé 10% dos individuos se
mantiveram insulinoindependentes aos 5 anos, com HbAlc de 6,4% (AIQ: 6,1-6,7). Todavia,
dentro dos insulinodependentes, os que mantiveram um enxerto funcionante, demonstrado
pelo peptideo-C detetavel, tinham niveis de HbAlc de 6,7 (AlQ: 5,9-7,5) versus 0s que
deixaram de ter enxerto funcionante, sem peptideo-C detetavel, que tinham HbAlc de 9,0%

(AIQ: 6,7-9,3), portanto, um controlo significativamente melhor com o transplante do que
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sem o transplante (P < 0,05). Entretanto, a durabilidade da insulinoindependéncia melhorou

bastante, conforme o registo do CITR, que se ilustra no gréafico seguinte:

Evolucdo da Insulinoindependéncia 1999-2002 vs 2007-2010

70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%
Insulinoindependéncia a 1 ano Insulinoindependéncia a 2 anos Insulinoindependéncia a 3 anos

—=@=Transplantes feitos entre 1999-2002 Transplantes feitos entre 2007-2010

Grafico 3: Comparacdo entre o ndmero de doentes insulinoindependentes obtidos a 1,2 e 3 anos nos
periodos de 1999-2002 versus 2007-2010. H4 melhoria da durac&o da insulinoindependéncia com significado
estatistico (P<0,05). Elaborado com base nos dados do CITR, analisados por Barton et al. (8).

Recentemente, foi feito um estudo prospetivo, com 10 doentes, na Universidade de Illinois
(49), com 60% dos alotransplantados insulinoindependentes a 5 anos, na maioria dos casos
com HbA1c normalizada ao fim de 6 meses e mantida abaixo de 6% aos 5 anos. Segundo a
analise estatistica feita no 8° relatério do CITR (9), quando reunidos os 5 fatores listados na
tabela 9, a probabilidade estimada dos alotransplantados reterem a insulinoindependéncia

durante 7 ou mais anos de follow-up é de 90%.
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Fatores com impacto na durabilidade da insulinoindependéncia Significado
estatistico
O dador receber transfusdes antes da cirurgia p = 0,003

Uso do Serva/NB1® (uma mistura de colagenases para digerir o pancreas) | p = 0,005

Uso de termolisina (metaloproteinase usada na digestdo do pancreas) p =0,039
Imunossupressdo — regime de inducdo com agentes de deplecdo de 0= 0,001
linfocitos T

Alta contagem de ilhéus p = 0,024

Tabela 9: Fatores que favorecem a manutencéo da insulinoindependéncia 7 ou mais anos ap6s o primeiro
atingimento da mesma. De acorco com o 8° relatdrio do CITR (9).

10.6 - Prevencéo da hipoglicemia

A grande frequéncia de episodios graves de hipoglicemia em alguns doentes com DM 1 é
uma das principais razdes para fazer o transplante de ilhéus. Por isso, o evitamento de
episodios de hipoglicemia grave é claramente um ganho por parte da alotransplantacdo. A
verdade é que mesmo em doentes em que a fungdo do enxerto decai e ja ndo consegue manter
a insulinoindependéncia, enquanto se mantiver uma funcdo minima, demonstrada pela
detecdo de peptideo-C (9,50). Para objetivar a gravidade da hipoglicemia utilizam-se scores
como o HYPO (50). Em vaérios grupos, que se apresentam na tabela 10, verificou-se uma
melhoria consideravel da hipoglicemia. Quanto mais baixo o score HYPO, menor é a
gravidade da hipoglicemia. Um score HYPO > 1047 indica um problema grave com a

hipoglicemia (50).

Também se pode avaliar a labilidade da glicemia através do indice LI (50). Num ensaio
clinico, antes do transplante, mais de 50% doentes tinha um indice LI > 400. Cinco anos apds

o transplante, todos os doentes tinham LI < 400 (49).
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Hipoglicemia

Estudo
Pré-transplante Pos-transplante

Follow up dos transplantados de Score HYPO ia até 3000,

Todos os doentes com score HYPO < 1000

Edmonton (37) com > 50% acima de
1000.
Score HYPO: 5 anos apos:
Vietigeng Quetel. (49 Mediana de 824.4 (AIQ: Score HYPO de 0 em todos os doentes
71-2668)

90% dos doentes .
Barton et al, dados do CITR de ) o 90% dos doentes permaneceu aos 5 anos livre
apresentava hipoglicemia L .
1999-2010 (8) de episddios de hipoglicemia grave
grave

Tabela 10: Resolugao do problema da hipoglicemia ap6s o transplante de ilhéus.

10.7 - Efeitos sobre as complicacdes cronicas

A transplantacdo de ilhéus sozinha consegue garantir um bom controlo glicémico ou, pelo
menos, complementar a insulinoterapia. Para além dos efeitos preventivos sobre as
complicacdes agudas, o Tl também tem efeitos benéficos sobre as complicacdes crénicas da
DM 1, incluindo as complicacdes cardiovasculares, renais, neurologicas e oculares (51).

Também se comprovou a melhoria da qualidade de vida com o TI (52).

11 - COMPARACAO ENTRE O TRANSPLANTE DE ILHEUS E A

TERAPEUTICA MEDICA

No que concerne a esta questdo, existe uma notéria falta de ensaios clinicos randomizados
controlados que comparem um grupo de doentes transplantados versus um grupo de controlo
com doentes sob insulinoterapia. Dado que o TI s € aplicado em doentes com caracteristicas
muito especificas, provavelmente, ha um viés de selecdo dos pacientes submetidos a
transplante (31). Num ensaio clinico ndo randomizado (53), o alotransplante de ilhéus foi

associado a um menor risco de progressdo da retinopatia, face a terapéutica médica, 0%
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versus 12%, respetivamente (P < 0,01). Contudo, a ndo randomizacgdo pode ter enviesado o

estudo.

Apesar dos resultados promissores do Tl e da eficécia j& comprovada do transplante de 6rgéo,
estes continuam a ser largamente ignorados (47). Nas recomendagfes conjuntas da American
Diabetes Association e da Endocrine Society, organizacdo que reline especialistas de todo o
mundo, os dois tipos de alotransplante nem sequer sdo referidos como possiveis estratégias
para combater a hipoglicemia (54). Tendo ja provado a sua eficacia em grupos selecionados
de diabéticos, a principal razdo para que o alotransplante ndo seja mais utilizado é a
necessidade de imunossupressao cronica e o receio dos seus efeitos secundarios. Contudo,
ainda esta4 por demonstrar uma maior morbimortalidade pela imunossupressdao do que pela
DM 1 mal controlada, a longo prazo (47). E expectavel que, se se conseguir manter o enxerto
funcional sem recurso a imunossupressao, o Tl seja uma opgdo terapéutica para a DM 1 cada
vez mais aceite. Seguindo esta logica, varias formas de ultrapassar a imunossupressao tém

sido alvo de intensa investigagao.

Outro aspeto importante a ter em conta € a relacdo custo-eficacia do Tl em relacdo a
terapéutica médica. Um estudo recente, conclui que, embora o Tl consiga varias melhorias em
relacdo a terapéutica padrdo, tem custos superiores. Estes podem ser reduzidos com a maior
utilizacdo deste procedimento e, com outras medidas, como o uso de farmacos
imunossupressores genéricos (55). Mais uma vez, a imunossupressdo claramente limita a
aplicacdo clinica do TI. Por outro lado, os doentes submetidos a Tl sdo doentes com mau
controlo glicémico, muitas vezes com hipoglicemia, potencialmente fatal, nas quais a
insulinoterapia ndo se revelou eficaz (9,55). O TI nestes casos ndo pode ser avaliado nem

tanto a luz dos custos mas, sobretudo a luz da sua eficacia em controlar a diabetes (55).

Outra comparacdo importante a fazer serd entre o alotransplante e o uso dos dispositivos

conhecidos como pancreas endocrinos artificiais, com sistemas de monitorizacdo glicémica
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continua artificiais e algoritmos que se tentam aproximar do padrdo de secrecéo fisioldgica da

insulina. Estes ndo requerem imunossupressao (56).

12 - COMPARACAO ENTRE O ALOTRANSPLANTE DE ILHEUS E O

ALOTRANSPLANTE DE ORGAO

O transplante de orgdo soélido, apesar de conseguir atenuar ou até mesmo reverter as

complicacBes da diabetes, ndo o consegue fazer de uma forma inteiramente satisfatoria.

Provavelmente, isto ocorre porque o transplante de 6rgdo ocorre 20 anos ap6s o diagndstico

de diabetes, em média (32). Até agora, ndo existem estudos para testarem a hipotese de que o

transplante de 6rgao logo apds o diagnéstico poderad prevenir as complicacfes cronicas da

DM 1, de forma mais eficaz que a insulinoterapia. Apesar dos avancos, o transplante de ilhéus

ainda ndo relne as condicdes para ser sempre preferencial ao transplante de pancreas. Na

atualidade, as duas técnicas complementam-se, na medida em que o transplante de ilhéus deve

ser usado em alternativa ao transplante de pancreas nos casos em que 0 risco cirdrgico é

significativo (8,47). Na tabela 11 resumem-se algumas diferencas essenciais entre os dois

tratamentos.

Transplante de Orgéo Sélido
(TOS)

Transplante de Il1héus (TI)

N° de doentes transplantados até
a atualidade

Cerca de 50.000

Cerca de 3.500

Relagdo com transplante de rim
mais frequente

Transplante simultaneo de
pancreas e rim

Transplante isolado

Insulinoindependéncia apoés 1

85% 80%
ano
Insulinoindependéncia apds 5 50-70% 25-60%
anos
Producéo de Zﬁgzldeo C apds 5 70% 70%

Cirurgia major

Procedimento minimamente
invasivo (da radiologia de

Procedimento e Seguranca Complicacdes frequentes e graves intervencdo)
Complicagdes raras e menos
graves
Mortalidade 2-4% Virtualmente nula
N° de dadores necessarios 1 1-4
Potencial Praticamente todo atingido Muito ainda por atingir

Tabela 11: Comparacéo entre o transplante de érgao e o transplante de ilhéus. Adaptado de Niclauss et al.

(7) e Meirigeng et al. (49).
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Apesar dos sucessos do transplante de 6rgdo, ndo pode ser esquecido o facto de que este
continua a ser um procedimento cirrgico major com risco de complicacBes e risco de
mortalidade para o recetor. Algumas complicacbes comuns séo a infecdo peripancredtica, a

deiscéncia da anastomose entérica, a hemorragia, a pancreatite e a trombose (27).

13 - PROBLEMAS E SOLUCOES

Um dos problemas mais prementes do alotransplante de ilhéus é a necessidade de proteger os
ilhéus do sistema imunitéario do recetor. Para isto, tem-se investido em novas estratégias de
controlar o sistema imunitario e na bioencapsulacdo, uma forma bastante promissora de isolar
0 enxerto do sistema imunitéario. Varios locais para implantar o enxerto alternativos ao figado
tém sido estudados. Para além de poderem ser locais imunitariamente mais favoraveis do que
o figado, podem ter outras caracteristicas que 0s tornem mais atrativos do que o figado.
Finalmente, a falta de dadores € um problema que claramente mina o transplante de ilhéus. Na
ultima sec¢do discutem-se solugdes para este problema. Na figura 2 resumem-se 0s principais

problemas que afetam o TI.

Hipdxia/Fraca
revascularizagdo
do enxerto

Efeito
oclusivo-
isquémico dos
proprios ilhéus

Resposta
imunitaria do

sistema
adaptativo

Toxicidade dos

Resposta
. P agentes
imunitaria do .
. . imunossupressores
sistema inato .
utilizados

Variabilidade
da qualidade

Menor
Escassez de

dadores

sucesso do

dos pancreas
transplante

dos dadores

Figura 3: Principais problemas que minam o sucesso do transplante de ilhéus (57).
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13.1 - Estratégias farmacologicas para melhorar a sobrevivéncia do enxerto

13.1.1 - Estratégias anti-inflamatorias

Logo apos a sua infusdo intravascular, um fator tecidular proprio dos ilhéus desencadeia uma
reacao no sangue, em que se ativam o sistema de coagulacdo e o do complemento e, dentro de
uma hora, os leucocitos ja destruiram a maior parte dos ilhéus infundidos. Esta € a reacao
inflamatdria hemo-mediada imediata e faz parte do sistema imunitario inato (58). A ativacéao
do sistema de coagulacéo leva a trombose e isquemia hepética e, por conseguinte, do enxerto
também. Calcula-se que entre 60 a 80% dos ilhéus transplantados perdem-se dentro de horas a
dias ap0s o transplante. Motivados por isto, 0s investigadores tém investido na procura de
estratégias anti-inflamatorias para o periodo peri-transplante, que permitam frenar esta
resposta imunitaria. Estas podem-se dividir em estratégias ex vivo, em que se interfere junto
do préprio tecido do dador de modo a modifica-lo, previamente ao transplante, de maneira a
reduzir a reacdo imunitaria que este invoca. Exemplos destes pré-tratamentos ex vivo sao
algumas estratégias para lidar com a reacdo inflamatdria hemo-mediada imediata. Para frenar
a sobreativacdo do sistema hemostatico, os ilhéus tém sido administrados em meio com
heparina, o que acarreta algum risco hemorragico (38). Foi proposto também que em vez de
se heparinizar 0 meio, heparinizar apenas a superficie das células, que parece ser mais eficaz
(59). Uma solucdo inovadora é cultivar as células dos ilhéus com células endoteliais, de
maneira a que os ilhéus figuem cobertos de células endoteliais. Estas reduzem a ativacéao
hemostéatica e do complemento (60). As células dendriticas residentes nos tecidos dos dadores
também tém recebido atengdo. Estas desempenham um papel muito importante numa
rejeicdo. Apds a implantagdo, estas células migram para o tecido linfoide do recetor e,
apresentam o0s alo-antigénios do dador aos linfocitos T do recipiente, sensibilizando-os para

0s antigénios do dador (61). Assim, eliminar estas células contribuird para reduzir a reacdo
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imunitaria contra o enxerto. Apesar de segura, esta estratégia ainda tem de ser amplamamente

estudada antes de passar a pratica clinica (48).

Outras estratégias passam por controlar in vivo diversos alvos terapéuticos que tém relevancia
na reacdo imunitaria ndo especifica, nomeadamente: o sistema de coagulacéo, o sistema do
complemento, alguns mediadores pré-inflamatérios e o recrutamento de polimorfonucleares.
Dentro destas, tém-se destacado farmacos que tém como alvos importantes mediadores pro-
inflamatorios, em concreto, o tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) e a interleucina 1-beta
(IL-1B). Em relagdo aos dois inibidores do TNF-a testados, s6 o etanercept demonstrou
beneficio, ao contrario do infliximab, que ndo se mostrou eficaz, provavelmente por
diferengas farmacodindmicas entre os dois, entre outros motivos (38,48). No que concerne a
inibicdo da IL-1B, um antagonista do seu recetor, o anakinra, demonstrou ser eficaz em
animais e tem sido usado em humanos. A associacdo etanercept com o anakinra parece ser
mais eficaz do que um s6 isolado. Contudo, convém referir que estes farmacos carecem de
maior volume de estudos nesta area e tém sido utilizados de forma quase empirica (38). Estas
terapéuticas anti-inflamatorias ndo substituem a imunossupressdo mais tradicional, como o
sirolimus ou o daclizumab, que se dirigem sobretudo ao sistema imunitario adaptativo.
Servem, pois, para complementar a imunossupressao ja empregada. Estas terapéuticas anti-
inflamatorias devem ser administradas apenas no periodo peri-transplante, durante escassos
dias, para evitar efeitos secundarios, dada a distribui¢do ubiquitaria dos alvos visados (38). Na

tabela 12 apresentam-se outros potenciais alvos terapéuticos na estratégia anti-inflamatoria.
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Farmaco Mecanismo Eficacia Terapéutica

Eficacia em transplantes de drgéos

Anticorpos anti-CD52 Ligam-se ao CD52, presente na superficie dos s6lidos. Eficacia no transplante de ilhéus
(Alemtuzumab) linfécitos T por comprovar. Até agora ainda nio
demonstrou beneficio em humanos.
Anticorpos anti-CD3 Eficacia e seguranca no transplante de

. Ligam-se ao CD3, presente na superficie dos
(Teplizumab) linfécitos T ilhéus por comprovar. Tem varios efeitos

secundarios.

A associagéo de anti-timoglobulina com
Globulina anti-timécito | Estimula a expansio de linfécitos T reguladores | Munoglobulina CTLA4 € possivelmente
0 regime imunossupressor atual mais

potente.

Reparixina blogueio do eixo IL-8/CXCR1-CXCR2 Demanstrou beneficio terapéutico num
ensaio clinico vs placebo.

Rapamicina e IL-10 Expansao das células T reguladoras Ainda por apurar o beneficio terapéutico.

Tabela 12: Alvos terapéuticos da estratégia anti-inflamatéria e fArmacos que atuem sobre estes alvos.
Elaborado com base em Citro et al. (38).
Para além destes, também se equacionam outros alvos como o bloqueio da coestimulacéo das

células T naive, que carece ainda de muitos estudos.

13.1.2 - Estratégia anti-apoptose

Também tém sido estudados alvos que visam inibir a apoptose das células dos ilhéus. Destes,
tém adquirido particular destaque os analogos das incretinas. Estes sdo cada vez mais usados
como adjuvantes do transplante de ilhéus (62), dado que exercem varios efeitos protetores
sobre as células beta. Em animais, observou-se que o glucagon-like peptide 1 (GLP-1)
estimula a biossintese de insulina, o crescimento e a proliferacdo das células beta e ainda a via
do fator induzido pela hipoxia, 0 que ajuda a combater o dano isquémico que os ilhéus
sofrem. O exenatide, um anadlogo do GLP-1, reverte parcialmente os efeitos inibitorios dos
agentes imunossupressores sobre a secrecdo de insulina (41). Todavia, em humanos, estes
efeitos ndo sdo tdo evidentes. Talvez porque o efeito proliferativo é mediado por vias

associadas ao mMTOR, que é fortemente inibido pelo sirolimus, peca-chave da
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imunossupressao que consta do protocolo de Edmonton. Apesar do uso dos analogos do GLP-
1 se ter vindo a popularizar, continuam a faltar ensaios clinicos que testem a seguranca e a
eficacia dos analogos a longo-termo e o seu uso tem sido sobretudo empirico (62).

Outras potenciais estratégias anti-apoptoticas, estudadas em contexto pré-clinico, sdo o acido
gama-aminobutirico, ou GABA (63), o fator de crescimento semelhante & insulina tipo

2, ou IGF-2 (64) e os inibidores das caspases efetoras (38).

13.2 - Bioencapsulagao

A bioencapsulacdo consiste em envolver células num involucro formado por uma matriz ou
membrana polimérica (65). Tem o objetivo de proteger o enxerto do sistema imunitario do
recetor, dispensando do recurso a imunossupressores, tornando assim o transplante de ilhéus
um tratamento mais atrativo. O enxerto fica separado do resto do organismo por uma cépsula
impermeavel aos componentes maiores do sistema imunitario, nomeadamente, as células e 0s
anticorpos, que tém entre 150-900 KDa. Por outro lado, moléculas de menor peso molecular,
nomeadamente, 0s nutrientes, como a glicose, o oxigénio e as hormonas, como a insulina, que
tem a volta de 6 KDa, conseguem atravessar a capsula (66). Pelos seus menores pesos
moleculares, algumas quimiocinas e citocinas também podem atravessar a capsula. Apesar do
barramento da passagem de linfocitos T ser 0 mais importante fator no imunoisolamento, as
menores moléculas a poderem passar pela capsula deverdo ter cerca de 150 KDa, que
corresponde ao peso molecular da imunoglobulina G. Este limiar associa-se a melhor

protecdo imunitaria in vivo (67).
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Figura 4: Desenho esquematico a ilustrar o principio da bioencapsula¢gdo. As moléculas com maiores
dimensdes, como os anticorpos, e as células imunitérias, como os macrdfagos e os linfocitos T ndo conseguem
penetrar no espago intra-capsular, onde se encontram os ilhéus. Estes continuam a receber oxigénio, glicose e
outros nutrientes, com baixo peso molecular e, a insulina produzida pelos ilhéus consegue atravessar a
biocépsula e ser distribuida pelo corpo pela circulagdo. Imagem desenhada pelo autor do artigo, com base em
Krishnan et al. (67).

Existem 4 formas principais de encapsulacdo: a macroencapsulacdo, a microencapsulacéo, a

encapsulacdo conformacional e a nanoencapsulagéo (69,70).

As macrocapsulas caracterizam-se por conterem grande nudmero de ilhéus e podem ser intra
ou extravasculares, dependendo de como se relacionam com a rede vascular circundante. Uma

macrocapsula intravascular esta ligada diretamente aos vasos do organismo recetor. Assim, 0
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sangue circula pelo interior oco das fibras que constituem a cépsula. Estando os ilhéus
posicionados junto as fibras, sé estdo separados do interior das fibras por uma membrana,
através da qual passam os componentes com baixo peso molecular (69,70). Contudo, as
macrocapsulas intravasculares tém tido problemas técnicos, incluindo morte inesperada de um
animal num ensaio experimental, e ainda carecem de maior desenvolvimento (69). Para além
disso, também ha o risco de formacéo de coagulos e eventual embolizacdo (68), exigindo anti-
coagulacdo sistémica (67). As macrocapsulas extravasculares ndo permitem uma
comunicacdo tdo significativa entre o sangue e os ilhéus, dificultando o acesso do O2 e dos
nutrientes e outras moléculas (68). Todavia, associam-se a menos complicacdes do que as
intravasculares e por isso tém merecido maior estudo (67). As macrocapsulas podem ser
implantadas, removidas e até mesmo recarregadas facilmente, o que é bastante util para poder

ir repondo a quantidade de ilhéus no enxerto.

As microcapsulas tém o formato de microesferas e contém apenas desde um até poucos ilhéus
(68). Em relacdo as macrocapsulas, as microcapsulas de alginato tém melhor resisténcia a
resposta imunolégica, sdo mais estaveis e asseguram melhor difusdo de O2 e outras moléculas
entre 0 sangue e os ilhéus (67). Isto porque as pequenas esferas permitem melhor racio entre a
superficie disponivel para trocas com o exterior e o volume de ilhéus contidos no interior do
que as macrocapsulas (70). A principal desvantagem é que, ao contrario das macrocapsulas,
as microcéapsulas ndo sdo facilmente removidas (68). As microcapsulas sdo faceis de construir
e permitem mudar facilmente as suas caracteristicas. Com todas as suas vantagens, as
microcapsulas sdo a forma de encapsulacdo mais utilizada (73,74). J& se demonstrou, em
animais diabéticos, que a microencapsulagdo com alginato consegue assegurar a
sobrevivéncia de um enxerto sem recurso a imunossupressdo (73). Também em humanos, ja
se registou diminuicdo das necessidades de insulina diaria, producdo de peptideo C e menor
incidéncia de hipoglicemia com microencépsulas, quer com aloenxertos (74), quer com
xenoenxertos (75). Sdo geralmente feitas de alginato ou gel de agarose (69,70), que séo
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hidrogéis naturais (76). Também podem ser usados materiais sintéticos, que também tém as
suas vantagens mas, estimulam mais a resposta inflamatoria local, que leva a fibrose no local
da implantacdo e perda dos ilhéus (67). Apesar de serem menos espessas que as
macrocapsulas, mesmo assim, as microcapsulas sdo grandes o suficiente para que ndo possam
ser infundidas na veia porta (77), local preferido atualmente para o transplante de ilhéus. N&o
sendo possivel implantar as microcapsulas no figado, estas, tal como as macrocapsulas, tém
de ser implantadas em locais como a cavidade peritoneal (70). Por isso um dos objetivos da
investigacdo tem sido desenvolver capsulas com um volume minimo que permita a infusao
intraportal (72,79). Duas tecnologias tém sobressaido: a encapsulacdo conformacional e a

nanoencapsulacao.

A encapsulacdo conformacional consiste em cépsulas individuais, para cada ilhéu, que se
adaptam, ou conformam, ao formato do ilhéu. Esta técnica possibilita a criagdo de muito
pequenas capsulas que podem ser infundidas na veia porta (68). Basicamente, o volume das
capsulas conformacionais praticamente s6 corresponde ao volume do ilhéu e da pequena
espessura da capsula. Também possibilita a criacdo de cépsulas com espessuras bastante
reduzidas que permitem uma boa difusdo de O2 para os ilhéus e uma melhor resposta
insulinica a uma prova de tolerancia a glicose (78), que € um dos problemas das outras formas
de encapsulacdo mais tradicionais (79). Esta cépsula é elaborada com um polimero de
polietileno glicol. Experiéncias anteriores em humanos ndo tiveram sucesso (68). Porém,
recentemente, conseguiu-se controlar a glicemia em modelos murinos diabéticos com
alotransplantes em capsulas conformacionais (78). A figura 4 ilustra os 3 tipos de biocapsulas

até agora mencionados.
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Figura 5: Desenho esquematico de 3 tipos diferentes de biocipsulas. Em baixo, com uma vista mais ampliada
em relacdo a de cima. A esquerda vé-se uma macrocépsula. As macrocapsulas contém numerosos ilhéus. No
centro observa-se uma microcapsula. Este tipo de biocapsulas tem desde um até poucos ilhéus. A direita, estdo
duas capsulas conformacionais, com uma delas ampliada em baixo. Estas capsulas adaptam-se a superficie do
ilhéu, deixando muito pouco espaco, funcionalmente indtil, entre as células e a interface com o meio exterior,
melhorando a difusdo de moléculas entre 0 meio exterior e o ilhéu e, permitindo a sua infusdo na veia porta.
Imagem desenhada pelo autor.
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A nanoencapsulacdo, ou encapsulacdo camada a camada, € feita pela colocacdo alternada de
polimeros de cargas opostas, ora negativas, ora positivas, sobre a superficie dos agregados
celulares, conseguindo cdpsulas com espessuras na ordem dos nanémetros (77). Deste modo,
estas capsulas podem ser implantadas em locais com melhor aporte sanguineo, como o figado,
onde as microcapsulas e as macrocépsulas ndo podem ser colocadas (80). Para além desta
vantagem, a espessura muito reduzida da capsula melhora a difusdo atraves desta. Tudo isto
contribui para melhorar a secrecao de insulina em resposta a glicose, a nutricdo dos ilhéus e a
remocao de metabolitos (68). As nanocéapsulas podem conter farmacos, enzimas, ou outros
gue atuem sobre o meio que rodeia o enxerto, modulando a resposta inflamatéria local e
melhorando a sobrevivéncia do enxerto (77). As nanocapsulas também podem ser peguiladas
de forma a imunoisolarem melhor (81). Em modelos murinos diabéticos, ja se conseguiu a
euglicemia com alotransplantes de ilhéus nanoencapsulados, sem recurso a imunossupressao

(81).

13.3 - Locais Alternativos de Implantacao

Desde os trabalhos iniciais de Lacy et al. (13), que os sinusOides hepaticos tém sido
preferidos, quer em animais quer em humanos, como o local de implantacdo dos ilhéus. Por
um lado, o figado é um alvo essencial da insulina enquanto hormona e, por isso, os ilhéus
ficam assim localizados num sitio estratégico para desempenhar a sua acdo enddcrina. Por
outro lado, a veia porta e 0s seus ramos providenciam um acesso venoso relativamente facil e
seguro (36). No entanto, as limitagdes atuais da sobrevivéncia dos ilhéus devem fazer refletir
sobre 0 ambiente que o figado confere aos ilhéus. Logo apos a infusdo dos ilhéus no sangue
portal, as suas celulas sdo alvo da reacdo inflamatdria hemo-mediada imediata. Depois,
tambem sdo atacadas pelas células de Kupffer e pelas células natural killer hepéticas (58). As
células também se perdem pela hipdxia (82). Durante o isolamento dos ilhéus, as colagenases
digerem a rede vascular que sustenta as celulas. Por isso, quando as ceélulas s&o
transplantadas, v@o sofrer por hipoxia nos primeiros 10-14 dias, até que se revascularizem
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(58). Os praprios ilhéus podem contribuir para a hipdxia, ao ficarem aprisionados em veias
intra-hepéaticas de pequeno calibre, podendo ocluir os vasos, e causar alguma isquemia

hepética e, até isquemia dos proprios ilhéus (83).

O figado é um dos primeiros 6rgdos a entrar em contacto com as toxinas e farmacos
absorvidos pelo trato digestivo, acumulando-se na veia porta uma grande quantidade de
substancias toxicas para as células beta. Sendo o figado o principal destoxificante do
organismo humano, as toxinas quando passam pelos ilhéus implantados no figado, ndo estdo
ainda metabolizadas e podem lesar as celulas dos ilhéus. Administrando oralmente sirolimus e
tacrolimus, que constam do protocolo de Edmonton, demonstrou-se, em modelos animais (84)
e em humanos (85), que a concentracdo do sirolimus e do tacrolimus na veia porta pode
chegar a ser até cerca do triplo da concentracdo na circulagdo sistémica. Estas concentracdes,
in vitro, sdo toxicas para as células beta (66,67). Também ha que ter em conta que, pela maior
concentragdo intra-hepética de farmacos imunossupressores, o transplante de ilhéus associado
a outros transplantes fica limitado. Por exemplo, a associacdo entre transplante renal e
transplante intra-hepético de ilhéus leva a um dilema: utilizamos doses calibradas para atingir
uma concentracao sérica que proteja eficazmente o enxerto renal e sujeitamos os ilhéus intra-
hepéaticos a uma concentracdo potencialmente toxica de imunossupressores para as células
beta ou, utilizamos doses inferiores de imunossupressores, poupando os ilhéus transplantados
a alguma toxicidade mas, reduzimos a protecdo do rim transplantado (16)? Além disto, como
ja foi referido anteriormente, a infusdo na veia porta associa-se a alguns riscos e complicacdes

como a hemorragia e a trombose.

Outra razdo para procurar outros locais € o facto de que a localizagdo intra-hepatica dos ilhéus
limita a funcdo das celulas alfa, produtoras de glucagina, hormona fundamental na resposta a
hipoglicemia. Demonstrou-se que quer em autoenxertos e aloenxertos em humanos (68,69)

quer em modelos animais (89), que os ilhéus implantados intra-hepaticamente ndo conseguem
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expressar uma resposta fisioldgica da secrecdo de glucagina a hipoglicemia. No entanto, com
outros estimulos, como a arginina, a secre¢do de glucagina segue um padréo fisiol6gico. Uma
explicacdo possivel para esta limitagdo é a teoria do fluxo de glicose intra-hepatica. Numa
situacdo de hipoglicemia, independentemente das células alfa, o sistema nervoso simpético,
mediante a acdo direta sobre o figado e a libertacdo de catecolaminas, promove a
glicogendlise hepética, aumentando assim a concentracdo intra-hepatica de glucose antes
desta ser distribuida pelo corpo através do sistema circulatorio (90). Segundo a teoria do fluxo
de glicose intra-hepatica (91), a grande quantidade de glicose que se acumula no figado entra
em contacto com as células alfa, que estdo na periferia dos ilhéus, transmitindo a estas um
sinal de glicose mais elevada do que na verdade esta na circulacéo sistémica, frenando assim a
libertacdo de glucagina. Esta teoria foi testada num modelo animal por Zhou et al. (91).
Alguns animais receberam aloenxertos no figado e, outros receberam aloenxertos em
localizagdes extra-hepaticas. Em todos os animais com enxertos extra-hepaticos verificou-se
uma secrecdo fisioldgica de glucagina em resposta a hipoglicemia induzida pela insulina, ao
contrario do que se passou nos animais com enxertos intra-hepaticos. Estes animais, com
ilhéus intra-hepaticos, foram depois sujeitos a um jejum prolongado, de forma a esgotar as
reservas hepaticas de glicogénio e assim limitar a capacidade do figado de realizar a
glicogendlise. Nestas circunstancias, observou-se uma secrecdo de glucagina, ao contrario do
que se passara em condi¢cfes pré-jejum. Voltando a nutrir os animais e a repor as reservas de
glicogénio, verificou-se o desaparecimento da secrecdo de glucagina em resposta a

hipoglicemia. Estes resultados apoiam a teoria do fluxo de glicose intra-hepaético.

A preservacdo da fungédo das células alfa € bastante importante e caso seja conseguida, sera
mais uma razao a justificar a deciséo de realizar um transplante de ilhéus. Ao fim de 5 anos de
DM 1, a grande maioria dos doentes ndo consegue desenvolver uma secrecdo de glucagina
apropriada em resposta a uma situacdo de hipoglicemia (92), colocando-os em risco de
sofrerem episodios graves, eventualmente fatais, de hipoglicemia. Por esta razdo, um
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transplante de ilhéus extra-hepatico, mesmo que ndo consiga assegurar a secrecao de insulina
suficiente para manter os pacientes insulino-independentes, se conseguir garantir uma
secrecdo apropriada de glucagina face a situacbes de hipoglicemia, ja poderd ser,
eventualmente, considerado um transplante com sucesso parcial. E preciso ter em conta que
um dos motivos para realizar transplante de ilhéus é a alta frequéncia de hipoglicemia grave
em doentes com DM 1 e, nesse caso, 0 transplante extra-hepatico de ilhéus poderda cumprir
melhor esse desiderato do que o transplante intra-hepatico de ilhéus, apesar deste ja
demonstrar eficacia na prevencdo da hipoglicemia grave (9), dado que a secrec¢éo de insulina é
fisioldgica e € regulada pelos niveis de glicemia, ao contrario do que se passa com a insulina

exogena.

Finalmente, para avaliar o estado e uma eventual rejeicdo pode ser necessario fazer uma
bidpsia. Os ilhéus intra-hepaticos sdo de dificil avaliacdo por bidpsia, exigindo uma puncédo
hepética, com os seus potenciais riscos. Ainda pior, os ilhéus distribuem-se difusamente pelos
varios segmentos hepaticos, sendo impossivel com uma sé bidpsia avaliar bem o que se passa
com a maioria dos ilhéus. Pelo contrario, um implante subcutaneo é muito mais acessivel para
bidpsias.

Consequentemente, nos anos recentes, tém sido estudados locais alternativos para implantar o
enxerto de ilhéus, tais como a subcépsula renal, o trato genito-urinario, os testiculos, o timo, a
submucosa gastrica, a camara ocular anterior, os musculos esqueléticos, a medula 6ssea, 0
peritoneu, a bursa omental e o espaco subcutaneo (93). Estes cinco Gltimos ja foram testados
em humanos (94). Por enquanto, o figado permanece o local mais utilizado (51). No entanto,
num estudo de Bellin et al (95), que comprovou os resultados obtidos por Zhou et al (91) em
animais, comprovou-se a capacidade dos enxertos extra-hepaticos em assegurar uma resposta
da glucagina a hipoglicemia. Os autores do estudo dizem mesmo que se deve considerar a

hipotese de sempre que se realize um transplante intra-hepatico de ilhéus, este se acompanhe
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de um transplante de cerca de 100.000 a 150.000 ilhéus para um local ndo hepatico, para
garantir uma resposta das células alfa a hipoglicemia (95). O local ideal deve reunir as
seguintes condicdes: 1) acesso anatomico facil para implantacdo e, se necessario, bidpsia; 2)
ter drenagem portal; 3) seja possivel alterar o microambiente que rodeia o enxerto e 4) seja
acessivel para avaliacdo imagiologica (94). Em relacdo a estas, a bursa omental tem a
vantagem clara de ter uma drenagem portal mas, tem um acesso mais dificil do que o espaco
subcutaneo ou que o espaco intramuscular. Ambos pela sua excelente acessibilidade tém
recebido bastante interesse. A drenagem portal é importante para que haja a metabolizacéo de
alguma insulina no figado antes de chegar a circulacdo sistémica. Sem passar pelo figado
primeiro, pode haver o risco de hiperinsulinismo e, secundariamente, surgimento de
resisténcia a acdo da insulina (96). Na tabela 12 sumariam-se as principais caracteristicas,
favoraveis e desfavoraveis, do musculo estriado esquelético e do espaco subcutdneo como

locais de implantacéo dos ilhéus.

Musculo Estriado Esquelético e Espaco Subcutaneo

Local facil para colocar o enxerto, com cirurgia minimamente invasiva e anestesia local (83).

Complicag0es raras, previsiveis e de facil tratamento: hemorragia local, hematoma, abcesso (83).

Caracteristicas . .
Fécil de biopsar (97).

favoraveis o o n » o
Como ndo é intravascular, os ilhéus ndo sofrem reacdo inflamatoria hemo-mediada imediata (58).

v VYV V¥V V V

Possibilidade de implantar enxertos macro ou microencapsulados (83).

\4

Local de risco significativo de hipdxia do enxerto. Ainda é necessério investigar métodos de
resolver este problema (58).

Caracteristicas | » Eficacia baixa ainda, inferior ao transplante intra-hepatico, provavelmente por problemas na
desfavoraveis neovascularizagdo. Ainda carece de maior investigagdo para tornar o enxerto mais viavel (83).

» A drenagem sistémica (ndo portal) tem o risco de hiperinsulinismo e desenvolvimento de

resisténcia & insulina. E necessério investigar se isto serd um risco significativo (96).

Tabela 12: Resumo das caracteristicas a favor e contra a implantagédo de ilhéus de Langerhans no musculo
estriado esquelético e no espago subcutaneo. A frente de cada frase esta a referéncia bibliogréafica respetiva.
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Os enxertos intra-musculares tém melhores resultados quando sdo implantados em musculos
mais pequenos e quando ficam difusamente distribuidos pelo musculo, e ndo concentrados
num so sitio (98). Mesmo assim, o transplante subcutaneo e o intra-muscular, pela sua baixa
eficdcia, ainda estdo longe da aplicabilidade clinica (58). Também ja se realizou um
autotransplante de ilhéus bem sucedido para a medula 6ssea, sem efeitos adversos registados
(99). Dado que se demonstrou que a cotransplantacdo de ilhéus com células da medula Gssea
pode melhorar a eficacia do transplante para outras localizagdes (57), é legitimo pensar que a

medula 6ssea podera ser um bom sitio para acolher os ilhéus.

13.4 - A escassez de 6rgdos e dadores e solucdes inovadoras para este problema

13.4.1 - Fontes atuais de ilhéus e as suas limitacdes

Atualmente, tanto o transplante de pancreas como o de ilhéus pancreéaticos sdo efetuados com
recurso a aloenxertos, obtidos a partir de dadores em morte cerebral, que servem de fonte de
varios 6rgdos para transplante (40,79). Isto é problemaético, atendendo a que o nimero de
dadores € claramente ultrapassado pelo numero de doentes com DM 1 (7). Portanto,
imaginando um contexto em que o transplante de ilhéus é claramente superior a terapéutica
médica, mesmo assim, o transplante, com as fontes atuais de ilhéus, ndo conseguiria substituir
a insulinoterapia, dada a falta de dadores. Para ilustrar este problema, ha cerca de 1,5 milhGes
de pessoas com DM 1 nos EUA. No ano de 2013, apenas se registaram cerca de 6871 de
potenciais dadores ndo vivos de pancreas. E mesmo assim, deste volume de dadores s6 foi
possivel utilizar o pancreas de 1169 dadores (101). Tendo em mente que, por enquanto, O
transplante de 6rgdo permanece a ter melhores resultados do que o transplante de ilhéus, os
pancreas obtidos de dadores sdo preferencialmente alocados para o transplante de o6rgao
solido e ndo para o transplante de ilhéus (100). Porém, como ja foi mencionado, em termos de

resultados, o transplante de ilhéus estd-se a aproximar do transplante de Orgdo. Se o

Pagina 52/70



O transplante de ilhéus pancreaticos na terapéutica da diabetes mellitus tipo 1: o estado da arte e perspetivas de futuro

transplante de ilhéus se superiorizar ao de 6rgdo, a prioridade na utilizacdo de 6rgdos doados
poderd comegar a ser atribuida ao de ilhéus. Outra alteracdo possivel que pode ser feita para
otimizar os recursos atuais € a utilizacdo de pancreas de dadores sem batimento cardiaco.
Antes da introducéo do conceito de morte cerebral, os dadores ndo vivos de 6rgéos tinham de
ser todos por morte circulatéria, ou seja, dadores sem batimento cardiaco. O problema destes
Orgdos é que sdo sujeitos a isquemia por insuficiéncia circulatoria, ao contrario dos dadores
em morte cerebral. Com a possibilidade de uso de dadores em morte cerebral, a maioria dos
transplantes de 6rgdo passaram a ser realizados com enxertos obtidos desses dadores. Isto
também se verifica no transplante de pancreas, pelo risco de que a isquemia das células
exocrinas cause uma pancreatite e assim se danifique o potencial aloenxerto. Todavia, se isto
se aplica no transplante de 6rgéao, ndo se parece verificar no transplante de ilhéus. Num estudo
publicado em 2003 (102), comparou-se a qualidade in vitro e in vivo, em modelo murino, dos
ilhéus obtidos de dadores em morte cerebral e a de dadores sem batimento cardiaco e
concluiu-se gque esta é semelhante. Chegou-se mesmo a transplantar um doente com DM 1
com ilhéus de dador sem batimento cardiaco e este atingiu o estado de euglicemia
insulinoindependente. Portanto, aqui temos duas medidas que, com 0S recursos atuais,

permitem aumentar o nimero de dadores.

13.4.2 - Estratégias alternativas: a xenotransplantacao

A xenotransplantacdo, ou transplantacdo heter6loga, consiste no transplante de enxertos de
uma espécie diferente. No caso dos ilhéus, o animal mais estudado tem sido o porco. Os
porcos tém um pancreas anatomica e fisiologicamente semelhante ao pancreas humano e, a
insulina porcina é biologicamente ativa no ser humano (103). Para além disso, 0s porcos
reproduzem-se facilmente e crescem de forma répida, sendo facil juntar uma grande
guantidade de animais. A xenotransplantacdo ainda estd em fase experimental em modelos
animais. O modelo mais usado é 0 xenotransplante de porco para um primata ndo humano
(104). Ja se comprovou que 0s Xenoenxertos nos primatas ndo humanos conseguem manter-se
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funcionais e assegurar um controlo glicémico razoavel (105). Varios autores (82,85,86)
sugerem que se comece a estudar a xenotransplantagdo em humanos, atendendo aos bons
resultados obtidos em animais. Todavia, ainda se colocam vérios problemas. O mais
importante é a imunogenicidade dos xenoenxertos. Nos modelos animais, a maior
sobrevivéncia dos enxertos associou-se a regimes de imunossupressdo mais intensos do que
aqueles que sdo utilizados nos alotransplantes (101). Assim, estes regimes poderdo ter uma
toxicidade relevante nos humanos. Para além disso, a maioria destes regimes utilizam
anticorpos monoclonais que nao estdo aprovados para uso em humanos (101). Um exemplo é
0 anticorpo anti-CD154, que ndo pode ser usado pelo seu efeito tromboembdlico (104). Uma
questdo pertinente € se a carga imunossupressora necessaria para viabilizar um xenoenxerto

ndo acarretard uma toxicidade tal que suplantaria qualquer beneficio da xenotransplancéo?

Uma estratégia alternativa é a modificacdo genética dos ilhéus porcinos, de forma a melhorar
a sua implantacdo e a sua sobrevivéncia. Embora seja tecnicamente mais complexa, parece ser
muito mais prometedora do que a imunossupressao farmacoldgica. A manipulacdo genética
das células porcinas permite eliminar epitopos, os determinantes antigénicos, que sdo alvos do
sistema imunitario do hospedeiro, fazendo o knockout dos genes dos epitopos (108). Também
é possivel acrescentar genes humanos ao genoma porcino, que codificam proteinas com um
efeito regulador sobre o sistema imunitario (109). Como existem incompatibilidades entre o
sistema de coagulacdo humano e o porcino, que podem comprometer a sobrevivéncia dos
xenoenxertos, também devem ser integrados genes reguladores da coagulacdo (110). Estas
manipulagdes genéticas ainda tém de ser extensamente estudadas em animais, para testar a
sua seguranca e valor terapéutico (101). A verdade é que ainda conhecemos pouco dos efeitos
que esta manipulacdo genética pode ter sobre as células. Ha o receio legitimo de que algumas
alteracdes possam induzir a malignizacdo das células. Para além destes receios, existem
também outras pontas soltas nesta area. Uma delas é até que ponto 0s xenoenxertos se
adaptam bem a fisiologia humana (111). Por exemplo, in vitro, em relacdo as células beta

Pagina 54/70



O transplante de ilhéus pancreaticos na terapéutica da diabetes mellitus tipo 1: o estado da arte e perspetivas de futuro

humanas, as células porcinas s&o menos sensiveis aos niveis de glicose e segregam menor
quantidade de insulina para uma mesma quantidade de glicose (112). Por isto, provavelmente,
a dose de xenoilhéus a administrar em humanos terd de ser maior do que no caso de
aloenxertos. Outra questdo a ter em conta € o risco dos xenoenxertos serem veiculos de
zoonoses. Muitas das doengas comuns que afetam o ser humano sdo transmitidas pelos
animais (113), de formas, como a via aérea, que ndo sdo acessiveis para todos 0s agentes
patogénicos. Porém, ao colocarmos um enxerto de um animal podemos estar a possibilitar a
transmisséo de agentes potencialmente patogénicos para os humanos (114). Um dos grupos de
agentes mais temidos sdo os retrovirus porcinos enddgenos. Apesar de ja estarem a ser
desenvolvidas estratégias para combater estes virus, ainda é necessario produzir maior volume
de investigacdo neste campo antes da xenotransplantacdo prosseguir, até porgque 0s recetores

vao estar sob imunossupressdo (101).

Em concluséo, a xenotransplantacdo ainda esta longe de constituir uma alternativa viavel aos
aloxenxertos. Porém, tem a vantagem de ser uma fonte ilimitada e barata de ihéus. Uma
associacdo de grande interesse sera a bioencapsulacdo de xenoenxertos. Se esta resultar,
poderemos oferecer a todos os pacientes uma cura funcional da DM 1, livre de insulina

exdgena e de imunossupressao.

13.4.3 - Estratégias alternativas: a medicina regenerativa e a engenharia celular

As células estaminais embrionérias (CEE) humanas tém o potencial para producdo em grande
escala de células beta. Através da manipulacdo com fatores de crescimento e de transcricdo é
possivel conseguir que uma CEE origine uma célula produtora de insulina (CPI),
biologicamente similar as células beta (115). Uma equipa de investigadores ja reportou a
formacdo de CPI funcionais em animais com diabetes induzida (116). Atualmente, existem
estudos a decorrer em humanos (94). Um dos problemas &€ o risco de crescimento

descontrolado das células, podendo-se formar tumores, incluindo teratomas (115). Como estas

Pagina 55/71



Trabalho final do 6° ano_ ano letivo de 2015/2016 Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra

células sdo obtidas de embrides humanos, o seu uso € limitado, sobretudo por questdes éticas
e logisticas, como a necessidade de criacdo de bancos de células estaminais. Para contornar
estas questBes, também se investiga a possibilidade de desdiferenciar as células somaticas,
regredindo as células no seu estado maturativo até chegarem a células estaminais
pluripotentes (115). S&o as células estaminais pluripotentes por inducéo (CEPI). Com a sobre-
expressao de 4 fatores de transcricdo é possivel reprogramar geneticamente uma célula
somatica diferenciada e produzir uma célula pluripotente, semelhante as células estaminais
embrionarias (113,114). Se ja se conseguiu criar um rato adulto fertil a partir de uma CEPI
(118), originalmente um fibroblasto, provavelmente serd possivel conseguir células
semelhantes as células beta pancreaticas, apesar dos varios problemas técnicos ainda a
resolver (117). Com estas células estaminais poderemos ter uma fonte infinita de células

produtoras de insulina.

Uma maneira de otimizar o alotransplante de ilhéus com a engenharia celular € a estimulacdo
da proliferagdo de células nos péancreas obtidos de dadores. Descobriu-se que os ductos
pancreaticos possuem células precursoras que se podem diferenciar em CPI. Com a correta
estimulagdo, pode-se aproveitar ndo s6 os ilhéus dos dadores, como também os restantes
tecidos pancreaticos, como os ductos, onde existam estas células precursoras, de modo a obter
um ndmero total maior de ilhéus (94). Por outro lado, estas células também podem ser usadas
para produzir CPI in vitro. As células exdcrinas pancreéticas e até os hepatdcitos também
podem ser usados para produzir CPI, através da transdiferenciacdo, ou seja, a conversdo direta
de uma célula madura somatica para um outro tipo de célula madura somatica, sem passar
pelo passo intermédio de uma célula pluripotente, mediante um processo de reprogramacao

genética (100).
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14 - O PAPEL DAS CELULAS ESTAMINAIS MESENQUIMATOSAS

Outra forma de incrementar o sucesso do transplante de ilhéus é co-transplantar células
estaminais mesenquimatosas da medula Ossea. Estas células exercem efeitos
imunomoduladores sobre o microambiente que as rodeia, inibindo a funcdo de varias células
imunitérias prejudiciais para o enxerto e promovendo a expansdo da populacdo de linfocitos T
reguladores. Para além disto, estas células também libertam mediadores pr6-angiogénicos que
estimulam a revascularizacdo e aumentam assim o aporte de O2 para os ilhéus (57). Também
as células hematopoiéticas estaminais tém sido estudadas, mas, num ensaio clinico ndo
demonstraram beneficio e hd o receio realista do risco de degeneracdo maligna. Mais

investigacao tem de ser efetuada nesta area (57).

Na tabela 13, resumem-se os principais problemas do transplante de ilhéus aventados e as

solucdes discutidas, anteriormente.

Problema Solucdes propostas

Ex vivo (alteragéo dos ilhéus do dador) In vivo  (controlo da  resposta  do

recetor)
Respts)_s;ae:nrr;u_lgg?éla e Heparinizagdo do meio ou da Eines
: : superficie das células Anakinra
(por exemplo, a reacéo Alemtuzumab
inflamatoria hemo- | Co-cultura de células endoteliais e Teplizumab

mediada imediata) células dos ilhéus

Globulina anti-timdcito

Eliminacdo das células dendriticas dos | Reparixina
ilhéus dos dadores

Rapamicina e IL-10

Analogos do GLP-1 (exemplo: exenatide)
Apoptose das células beta GABA

IGF-2
Inibidores das caspases efetoras

Necessidade de imunossupressao crénica Bioencapsulacéo

Co-transplantagdo de células estaminais
mesenguimatosas estaminais da medula dssea

Problema do figado como local de implantacéo dos Transplante para localizacGes extra-hepaticas
ilhéus, que coloca as seguintes dificuldades:

Hipoxia e necessidade de revascularizagdo

) - Locais estudados em humanos:
» Reagdo imunitéria local
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medula dssea

peritoneu

bursa omental

espaco subcutaneo

musculo estriado esquelético

» Acumulacdo de farmacos e toxinas, que
lesionam os ilhéus

» Riscos e complicacGes da pungéo portal

» Limitacdo da funcdo das células alfa

» Nao é acessivel para bidpsias

YV VVVYVYYVY

Otimizacdo dos recursos atuais:
» Dar prioridade ao Tl

» Utilizacdo de dadores sem batimento cardiaco
(em morte circulatoria)

Escassez de dadores ~
Xenotransplantagdo

Células estaminais embrionarias humanas

Células estaminais pluripotentes por inducéo

Estimulagdo da proliferacéo de células nos pancreas
obtidos de dadores

Tabela 13: Quadro-resumo dos principais problemas a resolver do transplante de ilhéus e as solugdes
propostas para cada um.

15 - CONCLUSOES

A ideia de transplantar tecido pancreéatico para curar a DM 1 precede a utilizacdo da insulina
exogena. Contudo, esta s6 comecou a ter relevo com o avanco cientifico, sobretudo na area do
controlo da reacdo imunitaria. O alotransplante de ilhéus pancreaticos € um procedimento
minimamente invasivo que, tem por objetivo conciliar o excelente controlo glicémico
conseguido com a reposicdo de células beta feita pelo alotransplante de 6rgao inteiro, mas
evitando os riscos colocados por este. O Tl almeja conseguir uma cura funcional paraa DM 1
e, relativamente a insulinoterapia exdgena, o transplante de ilhéus tem o potencial de
conseguir o controlo glicémico sem o risco de gerar episodios de hipoglicemia e ndo exigir a
monitorizacdo e administracdo diéria de insulina, aumentando a qualidade de vida. Desde o
surgimento do protocolo de Edmonton, que esta area tem conhecido consideraveis

desenvolvimentos.

Neste momento, o Tl é feito, geralmente de forma experimental, em doentes com

hipoglicemia grave iatrogénica, causada pela insulinoterapia, ainda mais se associada a
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insuficiéncia autondmica, ou seja, sem sinais de alarme. Também pode estar indicado em
pacientes que ndo conseguem cumprir a insulinoterapia, ou com grande labilidade glicémica
ou com progressao rapida das complicacGes cronicas, apesar de terapéutica médica adequada,
podendo ser realizado oportunisticamente associado ao transplante de rim, em caso de doenca
renal crénica terminal, cobrindo um sé regime imunossupressor 0s dois enxertos. Até hoje
foram realizados cerca de 3500 ilhéus. O maior registo internacional do TI é efetuado pelo
Collaborative Islet Transplant Registry. Este define 5 parametros de avaliagdo do sucesso da
eficacia do TI: a insulinoindependéncia, a producdo de peptideo-C, o nivel de HbAlc, a
glicemia em jejum e a presenca ou auséncia de episodios de hipoglicemia. A
insulinoindependéncia, inicialmente de duracdo geralmente inferior a 1 ano, tem vindo a
crescer em durabilidade, tendo num estudo recente apresentado taxa de insulinoindependéncia
de 60%, cinco anos apds o alotransplante. Reunidas as melhores circunstancias, o CITR
estima que 90% dos alotransplantados mantém a insulinoindependéncia durante, pelo menos,
7 anos. Mesmo nos doentes em que volta a ser necessaria a insulina exdgena, um enxerto
ainda funcionante melhora o controlo glicémico, reduz a labilidade glicémica e diminui muito
consideravelmente o risco de hipoglicemia grave, constituindo uma solucdo eficaz, embora
com maior custo economico do que a terapéutica médica. Contudo, estes resultados s6 sdo
obtidos com o uso de agentes imunossupressores. Muitos profissionais de salde e doentes ndo
guerem trocar um esquema de insulinoterapia, mesmo que mais complexo de executar, mas
relativamente seguro, com poucos efeitos secundarios e ja com muita experiéncia acumulada,
por um esquema de imunossupressao crénica, sem que antes se assegure de forma cabal e
categbrica, em ensaios clinicos randomizados, com amostras significativas, a superior e
duravel eficacia do TI face a insulinoterapia e, se demonstre que esse beneficio clinico
suplante a toxicidade provocada pela supressdo do sistema imunitario. Por isso, num artigo
publicado em 2010, Robertson (31) compara o sucesso parcial do Tl com um copo meio

cheio, que outros poderdo perspetivar como um COpo meio vazio, Ou seja, um insucesso
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parcial, e diz que € preciso encontrar estratégias para encher o que resta do copo. Alguns
autores (119) opinam que antes de se procurar solucdes para encher o que resta do copo, é
preciso demonstrar em Varios ensaios clinicos randomizados, com grupos de controlo de
pacientes sob terapéutica médica, o maior beneficio do TI. De fato, ainda ha caréncia destes
ensaios clinicos. Contudo, muitos estudos com doentes selecionados, ja demonstraram bons
indicadores em termos de insulinoindependéncia a longo prazo, baixa labilidade glicémica,
reducdo do risco de complicacdes agudas, sobretudo no evitamento da hipoglicemia, e até
efeitos positivos nas complicacdes cronica da DM 1, com um estudo a revelar maior beneficio
do TI na retinopatia do que a insulinoterapia. Para além disso, ao passo que a insulinoterapia
exogena ja atingiu muito do seu potencial, o Tl ainda tem um longo caminho a percorrer. Por
isso, apesar da comparacdo ser essencial, deve ser sempre tido em conta o diferente estadio de
desenvolvimento das duas terapias. Assim, conclui-se que um dos principais entraves a maior
utilizacdo do TI é a necessidade de controlo da resposta imunitaria ao aloenxerto, que
atualmente s6 pode ser feita com recurso a agentes imunossupressores com uma toxicidade
ndo desprezavel. Nesse sentido, a bioencapsulacdo € uma area muito interessante. Estas
biocapsulas permitem o isolamento dos ilhéus das células e imunoglobulinas do sistema
imunitario, mas, ndo impedindo a passagem de O2, nutrientes e a saida de insulina. Dentro
dos 4 tipos de capsulas que existem, as mais experimentadas atualmente sdo as microcapsulas.
Contudo, as capsulas conformacionais e as nanocapsulas parecem ser mais promissoras dado
gue tém a vantagem de ter uma difusdo muito melhor das moléculas, com espaco muito
reduzido entre os ilhéus e 0 meio exterior e podem ser infundidas no espaco porta. Apesar dos
sinus@ides hepaticos serem o local preferido, também tém sido pesquisados locais alternativos
de implantacdo dos ilhéus, com grande interesse devotado para 0 espaco subcutdneo e o
intramuscular, que sdo de acesso mais facil e seguro do que a veia porta, quer para
transplantar quer para biopsar para diagnostico de rejeicdo. Para além disso, aqui os ilhéus

ndo sofrem a reagdo inflamatoria hemo-mediada imediata que sofrem nos vasos porta e, aqui
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as células alfa dos ilhéus apresentam uma boa resposta secretdria aos estimulos, ao contrario
da localizacdo intra-hepatica. O principal problema destes locais € a falta de vascularizagdo e

morte por hipoxia dos aloenxertos.

Antes mesmo de se desenvolver a resposta imunitéria do sistema adaptativo, j& muitos ilhéus
se perderam com a reacdo do sistema imunitario inato. Ou seja, € necessario controlar a
reacdo do sistema inato e a do sistema adaptativo. Para a primeira utilizam-se inibidores do
TNF-alfa e da interleucina-1beta. Outra forma de perda de ilhéus é a apoptose destes ao se
implantarem. Neste campo, os analogos do GLP-1, como o exenatide, tém demonstrado

efeitos positivos, apesar destes serem parcialmente inibidos pelo sirolimus.

Outra grande limitacdo do TI é a falta de 6rgaos. Cada individuo alotransplantado geralmente
precisa de mais do que uma infusdo de ilhéus e o nimero atual de dadores ndo serve para as
necessidades, caso 0 Tl viesse a tornar-se uma terapéutica corrente, mesmo otimizando a
selecdo e o0 uso de orgaos doados. Assim, ha que procurar fontes alternativas de células beta,
tais como 0s Xxenoenxertos porcinos que, para ja, sdo impraticaveis atendendo a sua

imunogenicidade. Também ha o risco das zoonoses, como 0s retrovirus porcinos endogenos.

Outra forma, mais facil, de obter quantidades virtualmente ilimitadas de células produtoras de
insulina € através das células estaminais, que poderdo advir das células estaminais
embrionarias humanas, uma fonte mais restringida, de células estaminais pluripotentes por
inducdo, que sdo células maduras desdiferenciadas, das células percursoras dos ductos

pancreaticos ou da transformacéo induzida das células exdcrinas em células enddcrinas.

Se estas dificuldades forem ultrapassadas, e se consiga ter um procedimento Seguro,
minimamente invasivo, isento de agentes imunossupressores e com uma fonte abundante de

ilhéus, o TI podera constituir a opcao terapéutica de 12 linha em muitos doentes com DM 1.
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16 - LISTA DE ABREVIATURAS

CITR — Collaborative Islet Transplantation Registry
DM — diabetes mellitus

DM 1 — diabetes mellitus tipo 1

EUA — Estados Unidos da América

GLP-1 — glucagon-like peptide 1

HbA1c — hemoglobina glicada

HLA — human leucocyte antigen

HSSAIA — hipoglicemia sem sinais de alarme associada a insuficiéncia autonémica
IL-2 — interleucina 2

MeSH — medical subject headings

RM — ressonancia magnética

TC — tomografia computorizada

TI —transplante de ilhéus

TOS - transplante de 6rgéo sélido
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