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1. REsumo

A Diabetes Mellitus € um distirbio metabdlico que afecta mais de 200 milhdes de
pessoas em todo o mundo. A terapéutica convencional de sobrevivéncia para estes doentes tem
como base a reposicao de insulina exdgena. Com a introducdo do Protocolo de Edmonton em
2000, o transplante de ilhéus pancreaticos, tem sido considerado uma alternativa promissora e
mais eficaz para o tratamento de casos seleccionados de DM tipo 1, com reducdo da
morbilidade e consequente melhoria da qualidade de vida dos doentes. Desde a divulgacdo
destes estudos, o transplante de ilhéus avangou consideravelmente, tendo sido realizados
transplantes de ilhéus ap0s transplante de rim, transplante de ilhéus usando dadores cadavéricos,
de dador anico e de dador vivo. Contudo, e na sequéncia da evolucdo dos resultados destes
Gltimos anos, surgem perspectivas promissoras relativamente ao atingimento da insulino-
independéncia mais sustentada nestes doentes, quer através do recurso a farmacos
imunossupressores mais eficazes e seguros, ao xenotransplante e 0 acesso a um numero
ilimitado de enxertos funcionais e competentes, a microencapsula¢do dos ilhéus ou mesmo a

utilizagdo de células pluripotenciais, clonagem ou as células estaminais.
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3. INTRODUCAO

A Diabetes Mellitus (DM) é um distUrbio metabdlico que afecta mais de 200 milhdes de
pessoas em todo 0 mundo, estimando-se cerca de 366 milhGes de diabéticos em 2030 (Wild et
al., 2004).

A DM tipo 1 constitui 5% a 10% dos casos de DM. A estrita dependéncia de insulina e
0 seu aparecimento precoce na vida dos doentes, acarreta-lhes potencialmente grande limitacdo
da esperanca e qualidade de vida. Esta doenca representa um grande desafio terapéutico e o seu
controlo depende de uma boa articulacdo entre todos os profissionais de saude envolvidos e
destes com o doente, que tem um papel eminentemente activo na gestéo diaria da sua doenca. A
terapéutica convencional de sobrevivéncia para estes doentes tem como base a reposicdo de

insulina exdgena que consiste em injec¢bes maltiplas ou infusdo continua diaria subcutanea de



insulina com o objectivo de melhorar os niveis glicémicos. Apesar da evolucdo na tecnologia da
administracdo de insulina, o Diabetes Control and Complications Trial (DCCT, 1993) refere
que este tipo de terapéutica ndo reproduz fielmente o padrdo fisiolégico de secrecdo do
pancreas, pelo que estes doentes se encontram expostos a um maior risco de desenvolver
complicagBes agudas, como a hipoglicemia e/ou complicagdes crénicas, como nefro, retino e
neuropatias, bem como o aparecimento precoce da doenca macrovascular.

Entre as alternativas terapéuticas disponiveis a insulinoterapia exdgena, apenas o
transplante total ou segmentar de pancreas e, mais recentemente, a transplantacdo de ilhéus
pancreaticos possibilitam a reconstituicdo do padréo fisiologico de secrecdo de insulina. A partir
do ano de 2000, com a introdugdo do Protocolo de Edmonton por Shapiro et al., o transplante
de ilhéus pancreéaticos tem sido considerado uma alternativa promissora, mais eficaz para o
tratamento de casos seleccionados de DM tipo 1, com reducdo da morbilidade e consequente
melhoria da qualidade de vida dos doentes. A transplantacdo de ilhéus é um procedimento
pouco invasivo e seguro que evita a anestesia geral e as complicagcfes relacionadas com a
funcdo exocrina do péncreas, uma vez que apenas a por¢do endocrina, que corresponde
aproximadamente a 2% do pancreas, é transplantada.

Desde a divulgacédo destes estudos, o transplante de ilhéus avangou consideravelmente,
tendo sido realizados transplantes de ilhéus ap6s transplante de rim, transplantes usando dadores
cadavéricos, de dador Gnico e de dador vivo. Até ao momento, os resultados a médio prazo nao
sdo completamente animadores relativamente a insulino-independéncia. No entanto, tem-se
constatado, a longo prazo, uma percentagem importante de doentes que ficam com uma funcéo
pancreética residual, com necessidade de menos unidades de insulina relativamente a fase pre-
transplante e maior estabilidade metabdlica. Estes resultados tém estimulado a manutencgdo e
desenvolvimento deste procedimento terapéutico.

Na sequéncia da evolucdo dos resultados destes ultimos anos, surgem perspectivas
promissoras relativamente ao atingimento da insulino-independéncia mais sustentada nestes
doentes, quer através do recurso a farmacos imunossupressores mais eficazes e seguros, ao
xenotransplante, a microencapsulacdo dos ilhéus ou mesmo a utilizacdo de células

pluripotenciais, clonagem ou as células estaminais.

4. HISTORIA DO TRANSPLANTE DE ILHEUS PANCREATICOS

A primeira referéncia a transplante segmentar de pancreas foi em Dezembro de 1893,
vinte e oito anos antes da descoberta da insulina. Williams e Harsant, em Bristol, no Reino
Unido, transplantaram parte de um péancreas de carneiro, por via subcutanea, num jovem de 15
anos com cetoacidose diabética e, apesar da subsequente melhoria do nivel glicémico, o jovem

gue ndo estava imunossuprimido, morre trés dias depois.



A grande evolucdo na terapéutica do DM tipo 1 foi em 1921, com a descoberta da
insulina, por Banting e Best, em Toronto. A realizacdo do primeiro transplante total de pancreas,
por Kelly e Lillehei, na Universidade do Minesota, em 1966, era o proximo passo. Contudo, 0s
resultados foram catastroficos, com uma taxa de mortalidade de 60% e com menos de 3% de
transplantes funcionais ao fim de um ano. A faléncia deste processo estaria relacionada com as
altas doses de corticoterapia usadas no regime imunossupressor e com o risco elevado de
infeccBes oportunistas. No entanto, os avancos da técnica cirurgica, profilaxia anti-viral e
monitorizacdo pos-transplante, tiveram impacto na redugdo da morbilidade e mortalidade
associadas ao procedimento.

Nas ultimas décadas, houve um crescente interesse pelo transplante da parte enddcrina
do pancreas. Em 1967, Lacy et al. prop6em que os ilhéus fossem separados do tecido acinar,
conseguindo distender o ducto pancredtico com uma solugdo salina, seguido de digestdo
enzimatica do pancreas com colagenase. Este mesmo grupo, realiza o primeiro transplante de
ilhéus em ratos em 1972. Kemp et al.,foram os primeiros a desenvolver o local intra-portal para
implantacdo dos ilhéus, que actualmente permanece como sendo o mais favoravel, e o Unico
com sucesso clinico.

Até ao ano 2000, os resultados obtidos com transplante de ilhéus em humanos foram
desencorajadores, altura em que é publicado um estudo realizado na Universidade de Alberta,
Edmonton, por Shapiro et al., no qual 7 dos doentes com DM tipo 1 com histdria de
hipoglicemia severa e instabilidade metaboélica, submetidos a transplante de ilhéus mantiveram-
se insulino-independentes durante um ano ap6s a transplantacdo, com uma diminuicdo
significativa da amplitude média das excursdes glicémicas e com correccdo dos niveis de
hemoglobina glicosilada (HbAlc). A proposta terapéutica resultante deste estudo ficou
conhecida como Protocolo de Edmonton.

A pancreatectomia total é considerada o ultimo recurso na terapéutica da pancreatite
crénica. Contudo, o estudo de Webb et al (2008) demonstra que o transplante aut6logo de ilhéus
ap6s pancreatectomia pode revogar o aparecimento da diabetes induzida pela cirurgia,
preservando a capacidade do doente de secretar insulina. Em Leicester, 46 doentes foram
submetidos a pancreatectomia total e transplante aut6logo de ilhéus simultaneamente. Os
doentes receberam uma média de 2246 IE/Kg de peso corporal. Doze doentes mantiveram-se
insulino-independentes, em média, 16,9 meses durante os dez anos de seguimento e, cinco
assim se mantiveram durante todo o tempo. Ao longo dos dez anos, registou-se um aumento das
necessidades de insulina por Kg/dia e os niveis de HbAlc aumentaram significativamente. No
entanto, todos os doentes apresentavam valores positivos de peptideo C dez anos apds o

transplante “traduzindo” a funcionalidade do enxerto a longo termo.

5. PROTOCOLO DE EDMONTON



Os 7 doentes transplantados pelo grupo de Shapiro receberam duas infusdes
independentes de ilhéus pancreéaticos de dois ou mais pancreas de dadores em morte cerebral.
Um dos doentes, 0 mais obeso, por sua vez recebeu uma terceira infusdo com ilhéus de dois
dadores. A média do nimero total de ilhéus necesséaria para o transplante foi de 11547+1604 IE
(equivalentes de ilhéus)/Kg de peso corporal. O volume médio infundido foi de 3,5+1,3 ml, sem
alterac@es significativas na presséo portal. Os ilhéus eram transplantados imediatamente ap6s o
isolamento contribuindo para a preservacdo da qualidade dos mesmos. O seguimento foi durante
um periodo médio de 11,9 meses, com um tempo médio de hospitalizagdo entre dois a trés dias.

Os resultados foram encorajadores, com reducdo das necessidades de insulina e 0s
doentes submetidos ao transplante de ilhéus mantiveram-se insulino-independentes durante um
ano apos o transplante. Verificou-se a normalizagdo da HbAlc e uma diminuigéo significativa
da amplitude média das excurs@es glicémicas, com 198+32 mg/dl antes da transplantacdo para
119+37 mg/dl ap6s a primeira infusdo e 51+30 mg/dl apds atingir a insulino-independéncia. No
entanto, o doente que recebeu 0 menor nimero de ilhéus, precisou de receber entre 4 Ul a 10 Ul
numa intercorréncia aguda. Em todos os doentes, a concentragdo de peptideo C era indetectavel
antes do transplante, e trés a seis meses apds o procedimento, todos apresentavam niveis
plasmaticos doseaveis. Analisaram-se 0s anticorpos anti-insulina, anti-ilhéus e anti-GAD
(glutamic acid decarboxilase) antes e depois do transplante, verificando-se que a
concentracdo média dos anticorpos anti-insulina diminui de 0,26+0,06 Ul para 0,07+0,03 Ul e
que os anticorpos anti-GAD eram indetectaveis, antes e depois do transplante. Um dos 4
doentes, em que se obteve o resultado dos anticorpos anti-ilhéus, apresentava positividade antes
e depois do transplante. Nao houve registo de episdédios de novo de hipoglicemia, contribuindo
para uma maior qualidade de vida. Este protocolo introduziu um novo esquema de farmacos
imunossupressores (que ndo utiliza corticoesterdides - farmacos diabetogénicos), associado a
infusdo intra-hepatica, geralmente realizada na veia porta por meio de pun¢do percutanea trans-
hepética, de um grande nimero de ilhéus. Estes ultimos acabam impactando em pequenos
capilares portais, com posterior neovascularizacdo, passando a haver secrecdo hepética de
insulina dependente da glicose.

Durante o seguimento ndo houve alteracbes nos testes de funcéo hepética e ndo foram
constatados casos de trombose portal, episodios de rejeicdo celular aguda e nenhum dos doentes
faleceu. De acordo com a American Diabetes Association, os testes de tolerancia a glicose oral
realizados apos insulino-independéncia, demonstraram que em nenhum dos casos havia critérios
de DM. Todavia, o tempo de seguimento dos doentes foi insuficiente para avaliar as
complicacBes secundarias da diabetes.

Cerca de nove meses apos a divulgacdo do Protocolo de Edmonton, este grupo ampliou

a sua amostra para 12 doentes com DM tipo 1, com um seguimento medio de dez meses, sendo



0 mais longo vinte meses. Todos os doentes recuperaram a capacidade de secretar insulina,
comprovada pelo aumento dos niveis de peptideo C e houve reducdo da HbAlc. Dos 12
doentes, 5 apresentaram melhoria da toleréncia a glicose e 3 mantiveram uma DM poés-
transplante caracterizada por niveis estaveis de glicose, producdo enddégena de insulina
persistente e auséncia de episodios de hipoglicemia, prontamente controlada com anti-diabéticos
orais ou baixa dose de insulina. Em 11 doentes a insulino-independéncia ocorreu apés a infusdo
de 8000 EI/Kg de peso corporal. A maioria dos doentes apresentava, previamente ao
transplante, algum envolvimento renal manifestado por proteindria mas, apenas 2 doentes
apresentavam niveis elevados de creatinina. Estes ultimos, sofreram um novo aumento dos
niveis de creatinina apds o transplante e subsequente substituicdo do tacrolimus pelo
micofenolato. N&do foram registadas infec¢fes ou doencas linfoproliferativas apds o transplante.
Nenhum doente faleceu e o sucesso na obtencdo da glicemia em jejum normal foi de 80% um

ano apos o transplante e de 70% dois anos depois.

6. SELECCAO DE DADORES

Os pancreas sdo seleccionados prioritariamente para transplante segmentar ou total.
Posteriormente poderdo ser usados para transplante de ilhéus, uma vez que este procedimento
ainda é visto como experimental.

Os parametros relacionados com a qualidade dos pancreas doados tal como idade e
IMC, sdo factores importantes para o sucesso do isolamento dos ilhéus. Os pancreas de dadores
obesos contribuem para uma maior producdo de ilhéus do que os pancreas de dadores magros.
Em 2004, estudos desenvolvidos no Minesota, registaram uma producéo de ilhéus de 319129 EI
em dadores com um IMC > 30 Kg/m? e, de 215753 El em dadores com IMC < 30 Kg/m?. O
primeiro grupo apresentou maior sucesso no isolamento de ilhéus, definido por uma producéo
de ilhéus superior 300000 El por pancreas, e uma pureza superior a 50% (Matsumoto et al.,
2007).

A idade do dador também influencia a producédo e a funcéo dos ilhéus transplantados.
Matsumoto et al, compararam dois grupos, um de idade superior a 40 anos e outro com idade
inferior ou igual a 40 anos, e verificou que a producéo de ilhéus foi superior neste ultimo grupo,
quer apoés a digestdo quer apos a purificacdo. No entanto, constatou-se que os ilhéus de dadores
mais jovens sdo mais dificeis de separar do tecido acinar mas a estimulacdo da secrecdo de
insulina com glicose é significativamente maior. As modificacdes no método de purificacdo dos
ilhéus de dadores jovens parecem poder recuperar os ilhéus aprisionados. Estes resultados

sugerem gue o uso de dadores jovens pode melhorar o transplante de dador dnico.

7. TRATAMENTO IMUNOSUPRESSOR



A seleccdo dos farmacos imunossupressores ideais para o transplante de ilhéus tem sido
um grande desafio, dada a necessidade de superar as barreiras auto-imunes e allo-imunes, bem
como a toxicidade dos préprios farmacos sobre os ilhéus transplantados. Estratégias iniciais
obtiveram resultados satisfatérios em transplante de 6rgdos solidos, com 10% dos doentes a
atingir insulino-independéncia sob um protocolo que combinava azatriopina, ciclosporina e
corticoesterdides. O desenvolvimento do Protocolo de Edmonton transformou drasticamente 0s
resultados clinicos no transplante de ilhéus com a introducdo de um regime imunossupressor
mais potente, sem recurso a corticoides, menos diabetogénico e para toda a vida. Este regime
inclui o sirolimus, o tacrolimus em baixas doses e o daclizumab. Um maior conhecimento sobre
farmacos imunossupressores menos toxicos e sobre a biologia da diabetes levard ao
desenvolvimento de estratégias adequadas que poderdo controlar as reac¢fes auto-imunes
recorrentes e allo-imunes (Kenyo et al., 1998; Shapiro et al., 2000).

O sirolimus é administrado uma vez por dia, via oral, de modo a conseguir niveis
séricos entre 12 ng/ml e 15 ng/ml nos primeiros trés meses apos o transplante e entre 7 ng/ml e
10 ng/ml ap6s os trés meses. O sirolimus é administrado numa dose baixa de 0,2 mg/Kg de peso
corporal, seguida de uma dose de 0,1 mg/Kg/dia, com monitorizacdo dos niveis do farmaco. Os
seus efeitos laterais mais conhecidos incluem hipertensdo, diarreia e dislipidemia. Outros
problemas sdo artralgias, erupgdes cuténeas, acne, trombocitopenia, leucopenia e Ulceras da
mucosa oral. Em doses elevadas podera surgir nefrotoxicidade e tremor.

O tacrolimus é administrado por via oral, com uma dose inicial de 1 mg duas vezes por
dia, posteriormente ajustada de forma a manter uma concentracdo entre 3 ng/ml e 6 ng/ml, doze
horas apds o transplante. Os niveis quer de sirolimus quer de tacrolimus devem ser vigiados
regularmente para o ajuste da dose poés-transplante. Os efeitos laterais major do tacrolimus
incluem nefrotoxicidade, neurotoxicidade, intolerancia a glicose e disturbios gastrointestinais.

O daclizumab, um anticorpo monoclonal dos receptores da interleucina 2 das células T,
é administrado via oral, na dose de 1 mg/Kg cada catorze dias, num total de cinco doses. Se 0
segundo transplante for realizado dez semanas apds o primeiro, o curso de daclizumab devera
ser interrompido. Até a data, ndo foram registados efeitos secundarios a este farmaco.

As doencas linfoproliferativas pos-transplante em receptores de 6rgdos sélidos e de
medula 6ssea imunossuprimidos ndo foram observados em receptores de ilhéus pancreéaticos. O
risco é de 1% a 2% mas pode ser mais baixo ao usar ensaios de PCR (polimerase chain
reaction) para identificar infecgdo por Espstein-Barr (EBV) e terapia anti-viral com ganciclovir
(Shapiro et al., 2000).

8. RESULTADOS CLIiNIcOs DE 2001 A 2003 — APOS O PROTOCOLO DE EDMONTON



Desde o primeiro estudo realizado em Edmonton, globalmente, um grande nimero de
centros de transplante iniciaram e seguiram o seu protocolo imunossupressor com farmacos nao
diabetogénicos.

Ryan et al. publicaram, em 2002, um dos maiores estudos descrevendo os resultados
clinicos da experiéncia de Edmonton. Os autores registaram 54 infuses de ilhéus em 30
doentes com DM tipol e revelaram os dados de seguimento de 17 doentes. Todos os doentes
atingiram insulino-independéncia com uma HbAlc média de 6,1+0,8% ap6s receberem, no
minimo, uma infusdo de 9000 EI/Kg de peso corporal e 80% mantiveram-se insulino-
independentes um ano apos o transplante. Realizaram-se duas infusdes de ilhéus, separadas por
intervalo de um més, de dois pancreas distintos. Dos 17 doentes seguidos, 14 ndo voltaram a ter
crises de hipoglicemia. As complicacdes mais frequentes associadas a este procedimento foram
hemorragia no local da pungdo percutdnea trans-hepatica, com necessidade de transfusfes e
trombose parcial da veia porta, apesar da terapéutica anticoagulante. Outras complicacGes
incluem elevagdes transitdrias da funcéo hepética, hipercolesterolemia, agravamento dos niveis
de creatinina em doentes com patologia renal preexistente, agravamento da proteinuria e
aumento da dose de anti-hipertensores. No entanto, ndo houve registo de infecgdes graves ou
mortes.

Dados relevantes obtidos em transplantes autélogos de ilhéus sugerem que os ilhéus
crescem funcionalmente a partir dos trés meses apés a infusdo. Logo, e tal como o Protocolo de
Edmonton, concluiu-se que o transplante de ilhéus é relativamente seguro e mais eficaz,
eliminando as necessidades de insulina exdgena e prevenindo crises de hipoglicemia
recorrentes. Em Alberta, a sobrevivéncia inicial do enxerto foi de 80% usando ilhéus de mais
que um dador, e foi comparada favoravelmente com o sucesso do transplante total do pancreas e
transplante autélogo de ilhéus pancreéticos. Se a sobrevivéncia a longo termo do aloenxerto
podera igualar a do enxerto autdlogo é ainda desconhecido. No estudo de Robertson et al.
(2003), num receptor de enxerto autélogo registaram-se valores normais de glicose em jejum e
de HbAlc treze anos apds o transplante, permanecendo insulino-independente dezasseis anos
depois. Contudo, a seguranca e a eficacia a longo prazo do transplante autélogo continua
incerta. As principais preocupagdes sdo as consequéncias a longo prazo da elevada pressao
portal apo6s a infusdo e 0 aumento da sensibilidade imunolégica induzida nos receptores de
ilhéus. No que diz respeito ao transplante de ilhéus alogénico, os seus receptores enfrentam o
risco de DM recorrente e os efeitos laterais directos sobre as células beta dos farmacos
imunossupressores.

De forma atingir a insulino-independéncia usam-se ilhéus de mais que um dador. Logo,
0s receptores do transplante tém um risco elevado de desenvolver sensibilidade imunolégica

apos o transplante. A deteccdo de anticorpos Human Leucocyte Antigen (HLA) pos-transplante



é preocupante e tem sido associada ao risco de rejeicdo aguda do enxerto. Estudou-se um total
de 98 doentes, dos quais 31% desenvolveram anticorpos de novo especificos do dador (DAS)
pos-transplante e 23% desenvolveram DSAs mesmo estando sob regime imunossupressor. Em
média, 70% dos doentes que interromperam os farmacos imunossupressores devido a rejeicao
do enxerto, desenvolveram sensibilidade imunoldgica, tendo desenvolvido muitos anticorpos
com um score de panel reactive antibody (PRA) superior a 50%. Estes achados sdo inquietantes
e apontam para a possivel sensibilizacdo dos doentes aos aloantigénios, tornando-se um factor
de risco de rejeicdo para os doentes que venham a necessitar de um novo transplante de ilhéus,
pancreas ou de rim no futuro (Campbell et al, 2007).

9. PROGRESSOS E DESAFIOS

A tecnologia moderna envolvida no isolamento de ilhéus determina a procura de um
pancreas saudavel de um dador em morte cerebral, apesar de ja se ter demonstrado sucesso com
0 uso de dadores cadavéricos (Markmann et al., 2003). Durante a colheita do pancreas, o ducto
pancreatico € distendido, seguido de infusdo de colagenase que separa os ilhéus do tecido
exaocrino e ductal. O produto final é avaliado tendo em conta a sua pureza e viabilidade antes de
ser transportado para o laboratério.

O isolamento dos ilhéus é um processo complicado. Desenvolvimentos no transporte do
pancreas tém sido bem sucedidos com a utilizagdo do método de conservagdo de dupla camada,
que consiste na adi¢do de perfluorcarbono (PFC) oxigenado a solugdo Universidade Wiscosin
(UW), usada em Edmonton. Com este método o enxerto é oxigenado directamente e a produgdo
de ATP é continua, contribuindo para a integridade celular. Verificou-se que quando o pancreas
é preservado apenas em PFC, a producgdo de ilhéus é superior quando comparada com o uso da
solucdo UW. Gores e Sutherland questionaram a necessidade de purificagdo dos ilhéus, uma
vez que aumentava o tempo do processo, causando a perda de 30% a 50% dos ilhéus e
traumatizando os restantes. Estes autores defendem que o processo de purificagdo remove as
células estaminais existentes no ducto pancredtico, as quais poderiam ser capazes de produzir
novos ilhéus apds o transplante. No entanto, os pro-purificagdo defendem que este
procedimento implica um volume tecidular inferior, 0 que torna menos provavel o
desenvolvimento de hipertenséo portal (Gaber, 2001).

Outra questdo que se coloca é se o figado sera o local ideal para a infusdo dos ilhéus.
Potenciais locais tais como o bago, capsula renal, cérebro, cavidade peritoneal e omentum ja
foram considerados. O figado é sem duvida o local mais utilizado com base nos sucessos
anteriores com o transplante autélogo de ilhéus. No transplante aut6logo os ilhéus sdo
infundidos no intra-operatério directamente na circulacdo portal venosa hepética, enquanto que
no transplante de aloenxertos os ilhéus sdo infundidos por puncdo percutanea pela veia porta. As

complicacBes associadas a este Ultimo procedimento incluem hemorragia, trombose venosa



portal e hipertensdo portal, apesar do uso de anticoagulantes. Hoje ha possibilidade de usar
preparacdes de ilhéus ndo purificados em locais ndo hepéticos, eliminando o trauma e a perda de

ilhéus durante o processo de purificacao.

10. TRANSPLANTE DE ILHEUS PANCREATICOS APOS TRANSPLANTE DE RIM

A DM tipo 1 pode conduzir a varias complicagdes, nomeadamente a insuficiéncia renal
crénica terminal com necessidade de transplante renal, e nestes casos deve-se ponderar a
realizacdo de um transplante simultdneo de pancreas e rim. Os doentes previamente submetidos
a transplante renal sdo bons candidatos a transplante de ilhéus, no sentido de se obter um melhor
controlo da glicemia e prolongar a sobrevida do enxerto renal existente.

Em 2006, Toso et al. publicaram um estudo que avalia a eficicia e a seguranga da
utilizagdo do Protocolo de Edmonton em receptores de ilhéus pancreaticos apos transplante de
rim. Foram transplantados 8 doentes com DM tipo 1, com peptideo C negativo e enxerto renal
funcionante, todos com complicacfes da diabetes. O tempo médio entre o transplante renal e a
primeira infusdo de ilhéus foi de 9,8+7,3 anos. Uma vez inscritos na lista de espera para
transplante de ilhéus, reduz-se a corticoterapia e o transplante apenas é considerado em doentes
a fazer < 5 mg de prednisona. Ap6s o transplante, os doentes iniciaram um regime
imunossupressor com sirolimus, tacrolimus e daclizumab. Obteve-se insulino-independéncia em
todos os doentes, dos quais 5 assim se mantiveram durante 11 a 34 meses ap6s o transplante,
com valores de HbAlc normais. Relativamente & funcdo renal, verificou-se que se manteve
estavel, excepto num doente, o qual j& apresentava niveis de clearance da creatinina <50 ml/min
antes do transplante.

Os efeitos secundarios registados foram atribuidos aos efeitos laterais dos farmacos
imunossupressores, complicagdes infecciosas, hematoldgicas, entre outras, como Ulceras da
mucosa oral, edema periférico, diarreia, erupgdes cuténeas e poliartrite. Deste modo, estes
autores concluiram que apenas os doentes com funcéao estavel do enxerto renal eram candidatos
a esse tratamento. No entanto, a razdo risco/beneficio ainda ndo é clara, sendo necessario a

realizacdo de mais estudos, utilizando um maior nimero de doentes.

11. TRANSPLANTE DE ILHEUS DE DADORES CADAVERICOS

O recurso ao uso do pancreas de dadores cadavéricos, e ndo apenas de dadores em
morte cerebral, é uma das possibilidades para ultrapassar a escassez de pancreas para 0
isolamento de ilhéus.

No Japdo, os dadores de pancreas limitam-se a dadores vivos e a dadores cadavéricos,
sendo ilegal o uso de péncreas de dadores em morte cerebral. Assim sendo, foram feitas

modificacdes ao método de isolamento de Ricordi, usado no Protocolo de Edmonton,



melhorando o isolamento de ilhéus de dadores cadavéricos. Este procedimento é actualmente
conhecido como método de isolamento de ilhéus de Kyoto.

O método de Kyoto consiste na colheita do pancreas do cadaver mediante a (técnica) de
arrefecimento rapido, reduzindo assim o tempo de isquemia a quente. Imediatamente apos a
colheita, faz-se infusdo da solugdo ET-Kyoto (extracellular-type trehalose containing Kyoto
solution) no ducto pancreético e adiciona-se um inibidor da tripsina, o ulinastatin. Em seguida, 0
pancreas é colocado numa solugdo conservante pelo método de dupla camada modificado -
solugdo ET-Kyoto/PFC oxigenado - para o transporte até ao laboratério. Posteriormente, da-se a
digestdo pancreética com colagenase, contendo o ulinastatin. Na purificacdo, usa-se o iodixanol
em vez do Ficoll usado em Edmonton, devido ao seu baixo nivel de endotoxina e baixa
viscosidade.

O primeiro transplante de ilhéus em humanos usando dadores cadavéricos realizou-se
no Japdo, em 2004. Nagata et al. isolaram os ilhéus, seguindo-se o transplante de 4 doentes que
cumpriam os critérios do Protocolo de Edmonton em mais de 80%. Em todos os casos, houve
reducdo das necessidades de insulina de 0,6+0,1 U/Kg/dia para 0,3+0,1 U/Kg/dia e
normalizacdo dos valores da HbAlc, de 8,0+0,4% para 5,1+0,2%.

Estudos compararam a producdo e a viabilidade entre ilhéus de dadores cadavéricos e
de dadores em morte cerebral, demonstrando que a producdo de ilhéus de dadores cadavéricos

foi 12,6% superior a de dadores em morte cerebral, com viabilidade comparavel.

12. TRANSPLANTE DE ILHEUS DE DADOR UNICO

Na Universidade do Minesota demonstrou-se que se podem usar ilhéus de dador Unico
cadaveérico para obter insulino-independéncia mas com algumas precaucfes, nomeadamente a
exclusdo de dadores com idade superior a 50 anos (ilhéus menos funcionais), uso de iodixanol
durante a purificacdo, cultura de ilhéus durante dois dias, iniciar um tratamento
imunossupressor e anti-inflamatdrio antes do transplante e, minimizar a exposicéo a inibidores
da calcineurina (Hering et al., 2005). A utilizacdo de dador Unico pode ser vantajosa se 0 doente
ja estiver sob terapéutica imunossupressora e anti-inflamatoria durante o periodo de cultura dos
ilhéus, reduzindo os riscos e 0s custos associados ao procedimento e aumentando a viabilidade
do transplante. Os 8 doentes submetidos ao transplante de ilhéus de dador Gnico tornaram-se
insulino-independentes, dos quais 5 durante mais de um ano. Houve rejei¢cdo aguda do enxerto

em 3 doentes, provavelmente devido a exposicao subterapéutica dos imunossupressores.

13. TRANSPLANTE DE ILHEUS DE DADOR VIVO
O transplante de ilhéus de dador vivo permite iniciar um regime imunossupressor antes
do transplante, um controlo glicémico mais eficaz e, contrariamente ao que acontece com

dadores cadavéricos e em morte cerebral, o pancreas de dadores vivos ndo sofre ac¢do das



citocinas. Deste modo, previamente estima-se a qualidade dos ilhéus avaliando a sua capacidade
de secretar insulina. O dador é submetido a pancreatectomia distal, com posterior isolamento de
ilhéus a partir da cauda do pancreas, em média 408114 IE, e infusdo dos mesmos no receptor
(Matsumoto et al., 2006). Registaram-se complicacGes em 3% a 5% dos dadores vivos, entre
estas, fistula pancreética, hemorragia e pancreatite. Um outro factor de risco inerente € o
possivel desenvolvimento de DM no dador, que pode acontecer quando mais de 50% do
pancreas é removido. Este risco pode ser reduzido se o dador ndo for obeso, se tiver anticorpos
anti-ilhéus negativos e PTGO normal.

O primeiro transplante de ilhéus de dador vivo realizou-se em Kyoto, em 2005, num
doente com DM instavel, com episédios de hipoglicemias severas ndo reconhecidas e a fazer
insulinoterapia intensiva. O dador, neste caso a mae, ndo tinha historia familiar de DM, antes do
transplante apresentava uma PTGO normal, HbAlc de 5% e a TAC abdominal mostrava um
pancreas com conformagao normal. O receptor iniciou sirolimus e tacrolimus uma semana antes
do transplante, com o objectivo de atingir as concentra¢cBes sanguineas adequadas de
imunossupressdo no momento da infusdo. O receptor ficou insulino-independente 22 dias ap6s o
transplante e manteve-se por um periodo superior a 3 meses, sem qualquer registo de crises de

hipoglicemias e normalizacdo da HbAlc (Matsumoto et al., 2005).

14. CELULAS ESTAMINAIS COMO FONTE DE CELULAS BETA

O uso de células humanas como terapia da DM tipo 1 depende da capacidade destas
células expandirem in vitro a limitada quantidade de tecido pancreéatico disponivel. A expansdo
in vitro de células beta primarias, ou seja, provenientes do tecido pancreatico normal e sem
manipulagdo genética, assim como de linhagens celulares obtidas a partir da célula beta,
representa um dos maiores desafios ao sucesso do transplante celular para DM. Isto deve-se a
relacdo inversa entre a proliferacdo e a diferenciacdo da célula beta. As células estaminais,
assim como os precursores da célula beta, e as células provenientes de linhagens celulares
possuem elevada capacidade de proliferagdo, ao contrario das células beta adultas que raramente
apresentam divisdo celular. A utilizacdo de células humanas de origem ndo pancreética é uma
opcdo mas, apesar de oferecer flexibilidade quanto & escolha do tipo de célula a ser empregue,
enfrenta o desafio de ter que reproduzir o complexo aparato celular para a secrec¢do de insulina
prépria da célula beta. A reposicdo celular como terapéutica do DM tipo 1 depende, portanto, da
existéncia de uma fonte de células beta diferenciadas e funcionais com a capacidade de se
proliferar indefinidamente. Basicamente, dois tipos de células estaminais estdo sob
investigacdo: células estaminais provenientes de tecidos embrionarios, de caracter pluripotente e
indiferenciadas, capazes de gerar células dos trés folhetos embrionarios e células estaminais

adultas, estas Ultimas células progenitoras pluripotentes.



As células embrionarias tém grande potencial na terapia de reposicdo celular/6rgdo
devido as suas propriedades intrinsecas. Em teoria, as células embrionarias podem ser cultivadas
e diferenciadas formando diferentes linhagens celulares, inclusive de células beta pancreéticas.
As células embrionarias proliferam indefinidamente in vitro quando no seu estado
indiferenciado, produzindo um namero elevado de células necessarias para o transplante. A
primeira linhagem de células estaminais embrionarias humanas foi desenvolvida em 1998 pelo
pesquisador americano James Thomson. Estas células mantinham-se indiferenciadas em cultura
na presenca de factores troficos (auto-renovacao) e formavam teratomas quando injectadas sob a
pele de animais imunodeficientes, demonstrando a sua pluripotencialidade. As primeiras
tentativas na diferenciacdo de células estaminais embrionarias em células que expressam
insulina foram realizadas em ratos. Estas células sdo mais faceis de aceder que as células
estaminais embrionarias humanas e, ndo estao sujeitas a critérios éticos e legais (Lumelsky e tal.,
2001). Estudos iniciais verificaram que as células estaminais embrionarias humanas
diferenciavam-se espontaneamente em células que expressam insulina, embora a uma baixa
frequéncia e com apenas 1% a 3% das células a produzir insulina.

Os estudos desenvolvidos nos ultimos anos, apontam para a necessidade de recriar, em
meio de cultura, 0 mesmo ambiente que no embrido. D’Amour et al., em 2005, defendiam que
as células estaminais devem, em primeiro lugar, ser induzidas a formar a endoderme definitiva
(ou que expressa sox17), num meio de cultura rico em activina (membro da familia do
transforming growth factor B, TGF-B) e soro bovino fetal, seguido da sua diferenciacdo em
endoderme pancreatica (ou que expressa PDX1) e finalmente capaz de secretar insulina, em
resposta aos aumentos de concentragdo de glicose. Um protocolo detalhado sobre como obter
populacdes puras e funcionais de células secretoras de insulina a partir de células estaminais
embrionarias ainda ndo foi propriamente estabelecido. O progresso nesta area tem sido réapido e,
em diferentes graus, todos os protocolos tém contribuido para o avango na busca de um
protocolo definitivo.

Paralelamente ao estudo das células embriondrias, uma nova classe de células
estaminais foi emergindo, visando seu uso clinico e terapéutico, as células estaminais adultas.
As células estaminais adultas séo células indiferenciadas presentes num tecido diferenciado e
com capacidade de originar células do tecido de origem, garantindo a sua manutencgdo. Estas
células auto-renovam-se durante toda a vida do organismo e ja foram identificadas, além da
medula 6ssea, na cornea, no pancreas, no cérebro e no coracdo (Reynolds e Weiss, 1992; Watt,
1998;Fuchs e Segre, 2000;). Actualmente, a grande controvérsia sobre o uso de células
estaminais adultas em terapias celulares baseia-se na capacidade de transdiferenciacdo
(plasticidade) destas células em células especializadas do 6rgdo que se pretende regenerar. A

partir de 1998 diversos trabalhos sugeriram que as células estaminais adultas, principalmente as



derivadas da medula 6ssea, teriam capacidade de transdiferenciacdo em qualquer tipo celular de
um organismo adulto quando colocadas num (micro) ambiente adequado. A hip6tese da
transdiferenciacdo foi amplamente difundida, até que trabalhos pioneiros em regeneragdo
hepéatica, em 2002, demonstraram que o que parecia ser transdiferenciacdo de uma célula
hematopoiética era na verdade, resultado de um processo de fusdo desta célula com um
hepatocito. A partir de entdo assistimos a um extenso nimero de publica¢cbes demonstrando,
principalmente através de técnicas moleculares, que ndo ocorre transdiferenciacdo in vivo.
Embora nestas publicacbes o mecanismo de transdiferenciagdo fosse contestado, nos poucos
trabalhos em que se realizaram simultaneamente testes funcionais, houve uma recuperacao
parcial da funcdo dos érgaos afectados ap6s terapia com células estaminais adultas.

As células estaminais da medula dssea sdo as células mais estudadas e hoje, sdo
utilizadas clinicamente com o objectivo de eliminar o sistema imunitario defeituoso e substitui-
lo por um novo que funcione correctamente. A medula 6ssea possui duas populagdes de células
estaminais que co-existem de maneira funcionalmente interdependente: as células estaminais
hematopoiéticas, também encontradas no corddo umbilical e as células estaminais do
mesénguima da medula dssea que vém sendo utilizadas em diversas terapias celulares. Novos
estudos sugerem que no lugar do processo de transdiferenciacdo, as células da medula 6ssea
possam reverter in vivo a diabetes ao prolongar a regeneracéo e a sobrevivéncia das células beta
enddgenas (Hasewaga, et al., 2003; Urban, et al., 2008). Em 2007, Sun et al. isolaram células
estaminais hematopoiéticas do corddo umbilical e verificaram in vitro a sua diferenciacdo em
células que expressam insulina. Contudo, ndo existem registos sobre a sua capacidade em
secretar insulina. Actualmente, as células do mesénquima sdo uma das alternativas mais
promissoras para a regeneracdo e reparo de tecidos, devido seu potencial de diferenciacéo,
propriedades imunomodulatdrias e capacidade de acomodacdo ao tecido alvo. Os mecanismos
de accdo envolvidos no recrutamento destas células pelos tecidos e como atravessam o endotélio
ainda ndo estdo completamente esclarecidos. Pensa-se que cimocinas e seus receptores possam
participar neste processo, uma vez que controlam a migracéo celular (Sordi, 2009).

Durante o desenvolvimento embrionario, as células estaminais neurais migram em
direccdo a endoderme derivada do pancreas e, a interacc¢ao entre as células estaminais neurais e
as celulas progenitoras de células beta é crucial para a mutua diferenciacdo. Na DM, a perda de
células beta e/ou funcdo anormal das células beta é acompanhada de degeneragdo dos nervos
periféricos, contribuindo para a progressdo da doenga. Em 2009, Kozlova e Jansson, verificam
que os ilhéus pancredticos de adultos promovem a diferenciagdo de células estaminais neurais
num fenotipo neural in vitro e in vivo ap0s transplante, aumentando a sua capacidade de migrar

para o pancreas e possivel interac¢do com as células beta.



O figado compartilha a origem endodérmica com o péancreas. Hoje sabe-se que as
células hepaticas podem ser manipuladas e induzidas a co-expressar insulina e glucagon. Para
além disso, é um 6rgdo de acesso facil para bidpsia e com capacidade regenerativa, tornando-se
uma opgdo atraente para transplante autlogo de células derivadas do figado no tratamento da
DM tipo 1 (Li WC, et al., 2005). Uma variante do herpes virus tem sido utilizada como vector
para 0 gene da insulina humano. Esta variante tem sido usada em tratamentos locais para
glioblastoma e injectado no cérebro. Até a data, ndo houve evidéncias de doenca sistémica entre
os seis doentes tratados, ap6s cinco anos de seguimento (Rampling et al., 2000). Calne et al.,
desenvolveram novas pesquisas e estdo empenhados em determinar qual o tipo celular ou qual o
tecido mais apropriado para se submeter a uma infeccéo viral e em descobrir qual seria 0 melhor
método, trabalhar in vitro com células autdlogas, que seriam posteriormente devolvidas ao
receptor ou, devera o virus ser injectado directamente no receptor.

Os mondcitos, quando em meios de culturas especificos, diferenciam-se em diferentes
tipos celulares. A reprogramacdo de mondcitos circulantes no sangue, na presencga de citocinas
(interleucina-3, 1L-3 e macrophage colony-stimulating factor, M-CSF) e subsequente exposicao
a factores de crescimento (epidermal growth factor, EGF e hepatocyte growth factor, HGF) e
nicotinamida permitiram obter células que expressam insulina. Em teoria, se um ndmero
suficiente de células produtoras de insulina pudesse ser obtido do sangue do doente por
plasmaférese, o retorno destas células autdlogas cultivadas, agora produzindo insulina, ndo
deverd ser capaz de provocar uma reacgdo auto-imune. No entanto, os animais transplantados
mantiveram niveis normais de glicose durante oito dias, altura em que os xenoenxertos de
mondcitos humanos foram rejeitados, uma vez que nao estavam sob regime imunossupressor
(Ruhnke et al., 2005).

De um modo geral, todos estes procedimentos parecem ser muito promissores, mas o
mecanismo envolvido no processo de transdiferenciacdo ainda é a questdo-chave para melhorar

0s protocolos existentes em acgao.

15. XENOTRANSPLANTE

O uso de ilhéus pancredticos de outras espécies tem sido uma maneira de obter grandes
quantidades de tecido funcional necessarias para o transplante. A grande vantagem do uso de
suinos estd no elevado numero de ilhéus funcionantes disponiveis, contrabalangando com os
riscos de rejeicdo aguda e com o risco de infecces (zoonoses) ap6s o transplante. Até a data, 0s
resultados do xenotransplante em suinos tem sido desencorajador. No entanto, recentemente
Bernard Hering apresentou excelentes resultados em transplante de ilhéus de porco para
macacos durante mais de setenta dias, usando farmacos imunossupressores que sao utilizados
em humanos (Wijkstrom et al. 2003). Novos avangos estdo a cargo da engenharia genética

tornando mais semelhante os tecidos dos suinos com os dos humanos ou desenvolvendo



caracteristicas que 0s tornem mais aceitaveis como enxertos para o receptor. Alguns factores
impediram o uso alargado de ilhéus de suinos, nomeadamente a resposta imunolégica exagerada
contra xenoenxertos por parte do hospedeiro. As inGimeras tentativas em “esconder” os
xenoenxertos transplantados do hospedeiro em micro-capsulas falharam em manter a
viabilidade, pelo que se recorreu mais tarde a transplante de ilhéus. Surge ainda o risco do
hospedeiro desenvolver uma infecgdo por retrovirus porcino endégeno (PERV), isto é, as
sequéncias retrovirais enddgenas no DNA do porco podem ser activadas por xenotransplante
(Laan, et al., 2000).

Até recentemente, estes dados tornavam improvavel o xenotransplante como terapéutica
do DM tipol, mas novos estudos trouxeram este tema de volta a investigacdo. A Diabetes
Research and Wellness Foundation investiu no Spring Point Project, cuja missdo é analisar e
avaliar a grande disponibilidade de ilhéus necessaria para a cura da diabetes, apoiando-se no
desenvolvimento de fontes primarias para o xenotransplante de ilhéus. Outros estudos revelaram
gue o risco de zoonoses associados ao xenotransplante no hospedeiro foi sobre-estimado, uma
vez que ndo se detectou qualquer transmissdo do virus em estudos in vitro ou in vivo,
provavelmente devido ao uso de protocolos de imunossupressdo usados em transplantes
humanos, reduzindo o nimero de anticorpos xenorreactivos.

O interesse renovado no xenotransplante de ilhéus de suinos tem gerado controvérsia
em Vvarios estudos clinicos humanos. O potencial clinico e comercial de ilhéus de suino como
fonte de material de transplante para a cura da DM tipol é crescente, e estudos mais rigorosos e
cuidadosamente controlados irdo determinar se os ilhéus de suino sdo um substituto funcional

realista para ilhéus humanos.

16. MICROENCAPSULACAO DE CELULAS BETA

Uma das alternativas propostas na investigacdo e na prevencao das consequéncias da
diabetes é a microencapsulacdo de células beta, com o objectivo final de promover o seu
transplante. O transplante deste tipo de células ainda ndo é aplicado em grande escala devido a
necessidade de uso crdénico de imunossupressores para evitar a rejeicdo. Contudo, este problema
pode ser ultrapassado através do imunoisolamento das células secretoras de proteinas ou
hormonas numa membrana semi-permeavel, que as protege das células citotdxicas do sistema
imune do hospedeiro. Este imunoisolamento por encapsulacdo permite que o transplante ocorra
com sucesso na auséncia de imunossupressdo, como também permite que se recorra a
xenotransplantes, sendo uma alternativa ao fornecimento limitado de tecidos dadores humanos.

Uma microencapsulacdo com sucesso exige um elevado numero de células viaveis,
controlo da funcdo das células, através da matriz extra-celular por exemplo, e manutencdo da
sua funcdo a longo termo. A cavidade peritoneal é o local habitualmente seleccionado para

alojar as células encapsuladas, embora ndo disponha do grau de vascularizacdo requerido. Este



método permite a ligacdo das capsulas ao sistema circulatério, funcionando praticamente como
um novo 6rgdo. Os vasos sanguineos ligados as capsulas transportam nutrientes para o interior
destas, libertando-as de residuos e transportando insulina. O aporte insuficiente de nutrientes e
oxigénio as células e a barreira fisica criada pelas microparticulas onde as células estdo
encapsuladas, pode interferir ndo apenas com uma 6ptima nutrigdo do transplante imunoisolado
mas também com a funcionalidade dos transplantes. Alguns dos argumentos mais convincentes
para a encapsulacdo sdo a auséncia de protocolos imunomodulatérios ou farmacos
imunossupressores e a libertacdo, a longo prazo, de agentes terapéuticos, quer localmente quer
de modo sistémico.

Para além das limitacdes tecnoldgicas e bioldgicas, questdes de indole ética, politica e
de regulamentacdo colocam-se. Para 0 sucesso consistente desta pratica clinica precisa-se de
uma fonte funcional de células, uma membrana biocompativel mecénica e guimicamente
estavel, com um valor de cut-off que ofereca imunoproteccdo do implante, performance
funcional, bioseguranca e viabilidade do transplante a longo prazo. A tecnologia de
microencapsulagdo de células tem um enorme potencial clinico para o tratamento de varias
doencas, inclusive a diabetes. A breve analise dos obstaculos, conjuntamente com a crescente
colaboragdo internacional, devera impulsionar esta tecnologia para um caminho meticuloso e

controlado, contribuindo para uma maior proximidade da realidade clinica.

17. CLONAGEM TERAPEUTICA

A clonagem terapéutica tem como objectivo principal o desenvolvimento de uma
linhagem celular humana. A ideia da clonagem terapéutica é criar células ou tecidos
geneticamente semelhantes ou iguais aos doentes, evitando a imunosupressdao. Em 2005, uma
equipa de cientistas da Coreia do Sul criou uma linhagem de células estaminais embrionéarias a
partir de uma célula, resultante da transferéncia, por electrofusdo, de um nicleo de uma célula
somatica para um ovocito humano ndo fecundado e anucleado do mesmo dador. Esta equipa
criou, por transferéncia nuclear, uma célula estaminal embrionéria e estimulou a sua divisdo
mitética in vitro até atingir o estado de blastocisto. A interrupcdo do desenvolvimento do
embrido na fase de blastocisto origina uma linhagem de células embrionérias com 0 mesmo
patrimoénio genético do dador do nucleo, contornando a rejeicdo imunoldgica e o uso de
farmacos imunossupressores potentes. Em seguida, as células estaminais pluripotentes
existentes no blastécito sdo retiradas e reproduzem-se, durante varias geracoes, conservando as
caracteristicas genéticas. Na préatica, é preciso reconhecer que encontramo-nos ainda muito
longe da aplicabilidade terapéutica. O grupo coreano recolheu e submeteu 242 ovdcitos a
transferéncia nuclear. Recolheram-se 30 embrides em fase de blastocisto mas apenas uma

linhagem de células apresentava condi¢bes para ser cultivada e, posteriormente diferenciadas



em células especificas do tecido pancredtico, do tecido cardiaco ou nervoso (Hwang Woo-suk et
al, 2005).

Os avangos na biotecnologia e na investigacdo de células estaminais tiveram um
impacto enorme na medicina regenerativa e no tratamento de defeitos genéticos, apesar de todas
as limitagdes cientificas, legais e éticas. Em termos legais, a Convencéo de Oviedo formulada
em 1997 pelo Concelho Europeu, declara no Artigo 13 que “ uma intervencdo que tenha como
objectivo modificar o genoma humano ndo pode ser levada em efeito, a ndo ser por razbes
preventivas, de diagnostico ou terapéuticas e, somente se ndo tiver por finalidade introduzir uma
modificag¢do no genoma da descendéncia” e, estipula no Artigo 18 que “ a criacdo de embrides
humanos com fins de investigacdo, ¢ proibida”. Um dos grandes obstaculos a viabilidade da
clonagem terapéutica é a disponibilidade limitada de ovdcitos para uso em investigagdo. A
Human Fertility and Embyo Authority, em Inglaterra, permite a doacdo de dois ovocitos por
cada pesquisa cientifica, num total de doze ovécitos colhidos, sendo os demais usados na
inseminagdo in vitro (Hall et al, 2006). A rejeicdo imunoldgica das celulas estaminais
embrionarias derivadas da transferéncia nuclear é causada, essencialmente, pela heteroplasmia
do DNA mitocondrial. A heteroplasmia mitocondrial € também uma das causas de inviabilidade
das células embrionérias derivadas da transferéncia nuclear devido a disrupgdo da interacgdo
mitocondria-nlcleo resultante da incompatibilidade inter-espécies e consequente apoptose
celular (Lanza, 2002). A reprogramac&o epigenética do genoma ocorre com as células germinais
primordiais, durante a fertilizagdo e durante a transferéncia nuclear. Detectou-se uma maior
expressao genética aberrante em embriGes submetidos a transferéncia nuclear, comparado com
embrides produzidos por inseminacdo in vitro e in vivo (Jouneau, 2003; Hall, 2005).

Concluindo, a producdo de células estaminais especificas do doente &, cada vez mais,
uma realidade. No entanto, mais investigacdo sobre a diferenciacdo das células estaminais
embrionarias humanas e os efeitos que a expressao genética aberrante acarreta, bem como
avangos nas metodologias do transplante celular e cultura de células embrionarias sdo

necessarios.

18. CONCLUSAO

O sonho do transplante de ilhéus pancreaticos, que data de 1972, em doentes com DM
tipo 1, a normoglicemia e diminuicdo da necessidade de injec¢des exdgenas de insulina esta
ainda em fase de desenvolvimento. Muitos problemas devem ser resolvidos antes do transplante
de ilhéus ser considerado uma opcédo da terapéutica convencional. Pontos praticos, tal como a
grande perda de ilhéus durante o isolamento e purificacdo, as complicagdes clinicas associadas a
localizagdo hepatica do implante, os efeitos laterais aos farmacos imunossupressores e o
fornecimento insuficiente de ilhéus, requerem resolugdo. Ironicamente, os farmacos usados mais

frequentemente tém sido associados a efeitos laterais directos sobre as células beta. Varios



estudos, inclusive o Protocolo de Edmonton, relatam um melhor valor de glicemia quando
comparado com a insulinoterapia intensiva e, até mesmo quando os doente ndo chegam a ficar
insulino-independentes. A funcionalidade persistente dos ilhéus corrige a labilidade da glicemia,
prevenindo crises de hipoglicemia e melhoria dos niveis de HbAlc. Contudo, este valor € ainda
inferior ao valor de glicemia alcangado com o transplante total de pancreas.

O acesso a um namero ilimitado de enxertos funcionais e competentes permitiria ao
transplante de ilhéus evoluir de um tratamento restrito e limitado para um tratamento com maior
aplicabilidade mundialmente, tal como aconteceu com o transplante de outros 6rgdos no
passado. Os problemas associados a imunogenicidade do enxerto e a destrui¢do auto-imune do
enxerto é comum a todas as fontes de células beta. Individualmente, todas as fontes de células
beta tém vantagens e desvantagens, sendo o balanco entre elas o que ira determinar a sua
utilidade clinica. A grande vantagem do xenotransplante com ilhéus de suinos esta no elevado
nimero de ilhéus primérios funcionantes disponiveis, contrabalangando com os riscos de
rejeicdo imune aguda e com o receio de infec¢do por retrovirus porcino endégeno (PERV) do
receptor apds o transplante. O potencial clinico e comercial de ilhéus de suinos como fonte de
material de transplante para a cura da DM tipol é crescente, e estudos mais rigorosos e
cuidadosamente controlados irdo determinar se o xenotransplante poderd ser um substituto
funcional realista para ilhéus humanos. O conceito de transplante aut6logo de células secretoras
de insulina derivadas das células estaminais do doente, particularmente células estaminais da
medula éssea ou figado é bastante atraente. No entanto, a restrita capacidade proliferativa, os
baixos niveis de expressdo de insulina e a pobre, ou ndo existente, secrecdo de insulina sao
problemas ainda a ter em conta. As células estaminais embrionarias tém a capacidade
proliferativa necessaria e, estudos recentes demonstraram a capacidade de diferenciacdo das
células estaminais humanas em células que secretam insulina, sem recorrer a modificacdes
genéticas inaceitaveis. Neste momento, resta ainda apurar se 0s protocolos experimentais devem
sofrer modificagbes que permitam a criacdo de um ndmero suficiente de células a usar no
transplante e, se novos métodos de purificacdo devem ser concebidos para um maior sucesso do
transplante, excluindo o potencial teratogénico das células embrionarias humanas. A ideia da
clonagem terapéutica é cada vez mais presente e tem como objectivo criar células ou tecidos
geneticamente semelhantes ou iguais aos doentes, evitando a imunossupressdo. Na prética, é
preciso reconhecer que encontramo-nos ainda muito longe da aplicabilidade terapéutica e, por
isso, é necessario mais investigacdo sobre a diferenciacdo das células estaminais embrionarias,
os efeitos que a expressdo genética aberrante acarreta, uma maior disponibilidade de ovdcitos
para pesquisa, bem como avancos nas metodologias do transplante celular e cultura de células

embrionarias.



Desde h& quase cem anos que o tratamento da DM tipo 1 se baseia na reposicdo de
insulina exdgena que consiste em injeccdes multiplas ou infusdo continua diéria subcutanea de
insulina com o objectivo de melhorar os niveis glicémicos. Com o desenvolvimento de terapias
celulares e através da clonagem terapéutica é possivel, na proxima década, que estes diferentes
métodos sejam aplicados globalmente em grande escala como cura da DM tipo 1.
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