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RESUMO
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A caréncia de doadores de 6rgéos em relacdo a demanda e a priorizagdo para a
doagdo do pancreas para transplante de 6rgéo total tornaram-se obstaculos a
obtencao de 6rgéos para isolamentos de ilhotas pancreaticas tanto para pesquisa
quanto para a realizacao dos transplantes de ilhotas. Poucos estudos avaliaram
se existem caracteristicas relacionadas aos doadores e a algumas etapas do
processo de isolamento que possam ser fatores determinantes para um melhor
isolamento de ilhotas pancreaticas. Objetivo: Analisar a relagdo entre as
multiplas variaveis relacionadas ao doador e ao processo de captacao/isolamento
de ilhotas com o numero total de equivalente de ilhotas (IEq) pancreaticas
isoladas. Método: Foram analisadas multiplas variaveis em 74 isolamentos de
ilhotas em relagcdo ao numero final de IEqgs: idade, sexo, IMC, tempo de UTI,
utilizagdo de drogas vasoativas, tabagismo, HAS, DM em parentes de primeiro
grau, tipo sanguineo, glicemia, uréia, creatinina, ALT, AST, amilase, peso e
aspecto do péancreas, aspecto do pancreas durante a captagdo, tempo de
isquemia e lote da enzima utilizada na digestdo do pancreas. Resultados: Na
analise univariada, o IMC (p<0,01) e o aspecto macroscépico do pancreas
durante a captacdo (p=0,04) foram as variaveis relacionadas com um maior
numero de IEq. Para a regresséo linear multivariada, a Unica variavel que se
mostrou com relevancia estatistica foi o IMC (p=0,0003). Através da construgéo
de uma curva ROC, o IMC = 30 apresentou-se como ponto de corte onde
pancreas de doadores com IMC > 30 produzem mais ilhotas do que doadores
com IMC < 30 (p<0,001). Conclusao: O IMC do doador cadaver de pancreas se
apresentou como Unica variavel estatisticamente significativa. O doador com IMC
> 30 tem maior possibilidade de proporcionar um melhor isolamento de ilhotas

pancreaticas.
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1. Introducgao

Os primeiros estudos acerca do transplante de tecido pancreatico datam do final
do século XIX, quando Minkowski descreveu, em 1891, a implantagc&o subcutanea
de tecido pancreatico autdlogo em cdes pancreatectomizados.” Dois anos
depois, Sir Williams realizou o primeiro transplante de tecido pancreatico retirado
de um ovino e aplicado, com injecdo subcutanea, em um paciente de 15 anos que
apresentava cetoacidose diabética.? Esse paciente sobreviveu por apenas trés
dias. Apesar desses estudos iniciais, somente em 1924 foi publicado o primeiro
artigo cientifico sobre o experimento de transplante de fragmentos pancreaticos

de um cadaver humano realizado por Pybus.?

Com o advento da insulina em 1922 * e a eficicia cada vez maior de sua
utilizagdo para controle da glicemia em pacientes portadores de diabetes melitus
tipo 1 (DM1), as pesquisas relacionadas ao transplante de tecido pancreatico
foram reduzidas. Entretanto, o sucesso na utilizagdo da insulina transformou a
diabetes em uma doenca cronica, com diversas complicacdes em longo prazo.
Além disso, 5 - 10% dos diabéticos em uso de insulina tém dificuldade de se
manterem euglicémicos, apresentando episddios de hiperglicemia ou hipoglicemia
frequentes, por vezes necessitando de internagdo hospitalar, apesar da utilizagao
correta do medicamento. Essa forma de diabetes foi denominada hiperlabil ou
brittle, e identificou uma populacdo de pacientes que ndo conseguia manter uma
boa qualidade de vida, inclusive apresentando complicagbes tardias mais
precocemente, além de mortalidade até 16 vezes maior em relacdo aqueles com

controle glicémico satisfatorio.>®

Para este grupo selecionado de pacientes, surgem, como forma mais eficiente de
tratamento, o transplante de pancreas érgao total e a terapia celular com infuséo

de ilhotas pancreaticas.
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Assim, na década de 1970, ressurgiu o interesse pelas pesquisas em transplante

de tecido pancreatico para tratamento definitivo da diabetes.”%°

A primeira tentativa de isolar ilhotas pancreaticas puras foi realizada por
Moskalewski no final da década de 1960.” Contudo, Ballinger e Lacy foram os
primeiros a conseguir implantar um enxerto de ilhotas intactas em roedores® e em
1973, Kemp e col. infundiram ilhotas com alocagdo intra-hepatica®. Ambos

apresentaram resultados metabdlicos notaveis.

Em 1977, Najarian e col. realizaram a primeira infuséo intraperitonial de ilhotas
em um paciente, produzindo reducdo de glicemia.” Em 1989, Sharp e col.
conseguiram realizar o primeiro transplante de ilhotas de Langerhans tornando
um paciente diabético independente de insulina.™ Todavia, de acordo com o /slet
Transplant Registry, dos 267 pacientes que assim foram conduzidos entre 1990 e
1998, apenas 12,4% n&o precisaram mais da utilizagdo do horménio por uma

semana, e somente 8,2% por um ano."?

Durante a década de 1990, muitos avancos foram observados na area de
purificacdo, transporte e transplante de ilhotas. Bretzel e col., em Giessen,
publicaram um estudo animador em 1999, cujos resultados demonstraram que
25% dos seus pacientes mantiveram insulino-independéncia por mais de um ano

utilizando somente as ilhotas de um tnico doador.

No ano 2000, Shapiro e col. apresentaram o protocolo de Edmonton, no qual, sete
pacientes DM1, submetidos ao transplante de ilhotas pancreaticas (TIP),
mantiveram-se, durante um ano de acompanhamento, euglicémicos e livres de
insulina, sendo considerado um marco nesse universo. O protocolo se baseia: (1)
na selegédo de pacientes DM1, com peptideo C negativo, candidatos a TIP antes
da faléncia renal, que sofram de hipoglicemia severa ou diabetes hiperlabil; (2) no
protocolo de imunossupressao com Dacluzimab, Sirolimus e Tacrolimus, mas sem
utilizagdo de glicocorticéides; (3) no preparo das ilhotas utilizando albumina
humana; (4) na contagem de aproximadamente 10000 Equivalente de llhotas

(IEq) por quilograma (kg) de peso do receptor, administradas em infusbes



20

sequenciais, utilizando-se 2 a 4 doadores.' Ap6s o estabelecimento do protocolo
de Edmonton, diversos centros adotaram o seu uso para a realizagdo do

transplante de ilhotas.

Em 2006, foi publicado um estudo multicéntrico baseado no protocolo de
Edmonton, em que 36 pacientes com DM1 foram submetidos ao TIP. Desses,
dezesseis (44%) permaneceram euglicémicos e independentes de insulina apos o
primeiro ano, e apenas 5 (18%) ap6s 2 anos. Porém, apesar de na maioria dos
casos ter sido necessaria a reintrodugdo da insulina para o tratamento da
hiperglicemia, a persisténcia da fungdo secretora das ilhotas implantadas pbde
ser determinada pela presenca de peptideo C detectavel em mais de 80% dos
pacientes apos cinco anos. Desta forma, mesmo que insuficiente para promover
um estado de euglicemia, a técnica se mostrou, em longo prazo, como protetora
contra episédios severos de hipoglicemia, propiciando assim controle glicémico

mais eficaz e melhores niveis de hemoglobina incosiIada.15

Todavia, essa modalidade terapéutica encontrou limitagcbes para que fosse
empregado em larga escala, pois exigia para tal a obtengédo de multiplos doadores
tornando-se um problema devido a escassez de doadores de 6rgaos em relagéo a
demanda, principalmente quando comparado com o transplante de pancreas
orgao total (TPOT).

O TPOT é um procedimento bem estabelecido, com resultados satisfatérios em
longo prazo, e que utiliza apenas um doador para promover a insulino-
independéncia. No entanto, apresenta custo mais elevado e maior

morbimortalidade quando comparado ao TIP."%%°

No entanto, alguns estudos alcangcaram bons resultados no transplante de ilhotas

com apenas um doador. Hering e col. publicaram, em 2005, um estudo no qual
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oito pacientes foram submetidos ao TIP utilizando o pancreas de um unico doador
para cada um dos receptores que se mantiveram insulino-independentes por um
ano.?’ Ainda em 2005, pesquisadores do hospital da Universidade de Kyoto,

Japao, publicaram o sucesso do transplante de ilhotas utilizando doador vivo.?

Apesar dessas evolugdes técnicas, apenas no Canada o TIP é considerado como
um tratamento efetivo para casos selecionados de DM1, enquanto no resto do
mundo apresenta-se como uma terapia experimental e, como tal, enfrenta uma
série de dificuldades, principalmente no que diz respeito a utilizagdo de pancreas
de boa qualidade, uma vez que a doacéo é prioritaria para a realizagdo de TPOT,
ficando reservados para os protocolos de terapia com ilhotas aqueles o6rgaos

rejeitados para 6rgao sélido.

No Brasil, em 2002, foi iniciado o protocolo de pesquisa registrado na Comisséo
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) como Transplante de llhotas

Pancreaticas Humanas em Pacientes Portadores de Diabetes Mellitus.

A partir de entdo, dezenas de isolamentos de ilhotas pancreaticas de doadores
cadaveres foram realizadas no Nucleo de Terapia Celular e Molecular (NUCEL)
da Universidade de S&o Paulo com a finalidade de pesquisa e aperfeicoamento
da técnica, que envolve um complexo processo de captagdo, isolamento e
purificagcao das ilhotas pancreaticas, com multiplos fatores estando envolvidos no

sucesso do procedimento, mensurado ao final do processo em |Eq.2>?°

Na tentativa de melhorar a qualidade dos doadores oferecidos aos protocolos de
ilhotas pancreaticas, realizou-se reunido entre os grupos transplantadores de
pancreas, no Congresso Brasileiro de Transplantes de Orgédos do Aparelho
Digestivo (Buzios-RJ/2008), sendo proposto que os pancreas de doadores com
indice de massa corpérea (IMC) maior que 30 fossem primeiramente oferecidos
aos protocolos para isolamento de ilhotas. Na atualidade, os péncreas de

doadores que pesam mais de 90 kg sao oferecidos prioritariamente para esse fim.
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Na maioria dos estudos internacionais, o IMC é identificado como fator preditivo
relacionadas a um melhor resultado no isolamento das ilhotas pancreaticas. No
entanto, diversas outras variaveis sdo citadas®?°, dependendo do centro de onde
foram obtidos os dados. A auséncia de estudos, em nosso meio, que relacionem
essas caracteristicas com um melhor aproveitamento e que, consequentemente,
proporcionem uma sele¢cdo mais adequada de doadores para o transplante de

ilhotas pancreaticas estimulou a realizacao deste estudo.
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2. Objetivo
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2. Objetivo

Analisar estatisticamente as multiplas variaveis relacionadas ao doador de
orgaos, a captagao do pancreas e ao isolamento de ilhotas pancreaticas, de modo
a identificar fatores associados com um bom rendimento de IEq obtidos ao final
do processo.
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3. Casuistica e Método
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3. Casuistica e Método

No periodo de 9 de janeiro de 2004 a 21 de fevereiro de 2008 foram oferecidos
pela Central de Transplantes, entidade responsavel pela distribuicdo de érgaos do
Estado de Sao Paulo, 263 pancreas para isolamento de ilhotas pancreaticas.
Destes, 171 foram recusados pela equipe por ndo preencherem os critérios de
escolha ou terem contra-indicagcbes como as citadas adiante. Noventa e dois
pancreas foram aceitos, captados pela equipe cirurgica e encaminhados ao
NUCEL para digestéo e purificagdo conforme métodos padronizados, tendo como
base o protocolo de Edmonton.' Destes, apenas 74 foram incluidos no estudo
(Tabela 1). O objetivo final do processo foi isolar o maior nimero de IEq de cada

pancreas captado. (Anexo 1)

Tabela 1: DADOS DOS DOADORES DE PANCREAS PARA ISOLAMENTO DE
ILHOTAS PANCREATICAS

IDADE (anos)

MEDIA | minima | maxima
43,9 8 58
IMC? (Kg/m?)
MEDIA | minimo | maximo
26,3 18 39
a — indice de massa corporal
GENERO
masculino | feminino

23 51
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3.a Escolha do Doador

Os critérios utilizados para escolha do doador de 6rgao cadaver para o isolamento

de ilhotas pancreaticas estéo relacionados a seguir (Quadro 1):

Quadro 1: CRITERIOS DE SELECAO PARA DOADORES DE ILHOTAS
PANCREATICAS

¢ Diagnostico confirmado de morte cerebral
e Autorizacao para doagao de 6rgaos

¢ |dade entre 18 — 60 anos

e Nao-diabético

o Estabilidade hemodinamica

e Perfusdo e oxigenagdo adequadas

e Auséncia de neoplasias

e Auséncia de doencas transmissiveis

Os critérios que contra-indicam a utilizagdo do 6rg&o para isolamento de ilhotas
estdo descritos a seguir. Note, no entanto, que para pesquisa s&o utilizados

critérios menos rigorosos (Quadro 2).

3.b Captagido do Pancreas para Isolamento de llhotas

O processo de captagido € dividido em dois momentos: perfusdo e retirada do

orgéo, e preparo do 6rgdo na mesa.
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Quadro 2: CRITERIOS PARA REJEIGAO DO PANCREAS OFERTADO PARA
ISOLAMENTO DE ILHOTAS PANCREATICAS

e Diabetes mellitus no doador

e IMC <24 (Para pesquisa: aceitar IMC < 24)

e Idade menor do que 18 anos e maior do que 60 anos (Para pesquisa:
aceitar doador entre 0 e 5 anos e acima de 60 anos)

e Tempo de isquemia fria > 12 horas (Para pesquisa: aceitavel até 20 h se
conservado com UW+PFC)

o Histéria de pancreatite crénica prévia, recém-diagnosticada ou trauma
pancreatico

e Valores de amilase > 400 U/L

e Etilismo crénico

e Hiperglicemia > 200mg/dL por todo o periodo de hospitalizacao (para
pesquisa ndo é necessario)

e Sepse

e Soropositividade para hepatite viral B ou C

e VDRL positivo

e HTLV-I ou HTLV-II positivo

e HIV-1 ou HIV-2 positivo

e Soropositividade para Chagas

e Usuarios de drogas ilicitas nos ultimos 5 anos

e Hemodiluicdo, hemofilicos ou pacientes com outros distarbios de
coagulacdao que tenham recebido concentrados de fatores de coagulagéo

humanos

UW: Solugdo de preservacao — Belzer
PFC: perfluorocarbono
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3.b.1 Perfuséo e Retirada do Orgéo

A cirurgia para retirada dos o6rgdos € bem estabelecida e segue os passos
determinados pela Associacdo Brasileira de Transplante de Orgdos — ABTO.
Inicia-se pela incisdo mediana esternopubiana com exposicdo dos 6érgaos

toracicos e abdominais (Figura 1).

Figura 1 - CAPTAGAO DE ORGAOS

Figura 1 - Incisdo esternopubiana com exposi¢cdo dos 6rgdos toracicos e abdominais durante

captacéo de 6rgaos de doadores cadaveres.
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Avalia-se, entdo, o aspecto e consisténcia do pancreas, bem como a presenca de
calcificagbes, tumoragdes ou outras patologias que contra-indiquem a utilizagéo

do érgéo.

Prosseguem-se os passos da captacdo de érgdos com a canulagdo da artéria
aorta abdominal e veia porta, reperfusdo com liquido de preservacgéo e retirada
dos oOrgaos pelas respectivas equipes. Para o transplante de ilhotas em seres
humanos, utiliza-se a solugcao de UW — Belzer (Bristol-Myers Squibb, New Jersey,
EUA) para a perfusdo do 6rgdos. Diferentemente da captacdo do pancreas para
transplante de 6rgao total, onde ocorrera o implante cirdrgico no paciente
receptor, ndo existe a necessidade de preservacao das estruturas vasculares e do
duodeno, uma vez que o interesse é exclusivamente pelo parénquima. No
entanto, € importante a manutencéo da integridade da capsula pancreética para
que nao ocorram vazamentos durante o processo de digestdo e isolamento das

ilhotas pancreaticas no laboratério.

A cirurgia de mesa é realizada logo apés a retirada do 6rgéo e necessita estar
previamente preparada para que n&o ocorra aumento no tempo de isquemia fria.
Neste procedimento, o pancreas € imerso sequencialmente em solug¢des geladas,
preparadas em cubas contendo 100 ml de povidine tépico, 10 mg de decadron, 80
mg de gentamicina e 50 mg de anfotericina B. A seguir, o 6rgdo € mantido imerso
em solugdo de Belzer gelada. E realizada a limpeza cuidadosa do pancreas com
a retirada de todos os tecidos ndo pancreaticos como vasos, ducto colédoco,

além dos tecidos gorduroso e conjuntivo.
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Finalmente, o 6rgdo & colocado em um frasco onde sera mantido imerso em uma
solugdo contendo 300 ml de Belzer gelado (Two-layer method )®" e 200 ml de
perfluorocarbono (PFC) (FluoroMed, L.P., Texas, EUA), previamente oxigenado
por 30 minutos. Devido a diferenca de densidade, os dois liquidos n&do se
misturam, e o pancreas deve ser mantido imerso em contato com as duas
substancias, sendo sustentado nesta posicdo pela colocagcdo de uma tela
metalica fenestrada (Figura 2). O frasco é fechado e embalado em sacos
estéreis, colocado em uma caixa térmica, repleta de gelo, que é entdo lacrada e

enviada ao laboratério do NUCEL.

Figura 2 — TWO-LAYER METHOD®’

Figura 2 — Pancreas captado preparado para ser transportado ao laboratério, imerso na solugéo

de perfluorocarbono (PFC) e Belzer (Two layer method)
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3.b.2 Isolamento das ilhotas

Os isolamentos de ilhotas sdo realizados com base no método descrito por
Linetsky e colaboradores em 1997 *°, um procedimento longo que dura cerca de
8-12 horas e altamente especializado. O pancreas passa por uma primeira etapa
de canulagdo e distensdo (Figuras 3), com o objetivo de infundir no ducto de

Wirsung a mistura enzimatica (Serva collagenase, Serva, Heidelberg, Alemanha).

Figura 3 — CANULAGAO E PERFUSAO

Figura 3 — Pancreas seccionado no laboratério, com infusdo da mistura enzimatica através de

cateterizacao do ducto de Wirsung.

O péncreas é entdo seccionado em 8 fragmentos que sdo colocados em uma
camara de digestdo (cdmara de Ricordi), preenchida com solu¢cdo enzimatica
aquecida a cerca de 30-34°C e agitada gentilmente durante tempo suficiente para

que as ilhotas se dissociem do tecido acinar (Figura 4).
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Figura 4 - DIGESTAO

Figura 4 — Camara de Ricordi — Recipiente contendo solugdo enzimatica aquecida onde o
pancreas € agitado manualmente para digestéo e liberagao das ilhotas pancreaticas.

O material resultante da digestdo é submetido a purificagdo com gradiente de
Ficoll (Biochrom AG, Berlim, Alemanha) por centrifugacdo, utilizando o
processador de células COBE 2991 (Gambro Laboratories, Denver, CO) (Figura
5).
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Figura 5 — PURIFICACAO

Figura 5 — Processo de centrifugagédo (COBE 2991) para isolamento das ilhotas pancreaticas.

Este procedimento é necessario para separar as ilhotas do tecido acinar. Nesta
etapa separa-se uma fragédo pura, contendo ilhotas totalmente livres dos &cinos
(Figura 6B), e uma fracado impura, contendo ilhotas ainda parcialmente envoltas
pelo tecido acinar (Figura 6A). Uma pequena amostra de cada fragédo pura e
impura é submetida a coloracdo com difeniltiocarbazona (DTZ), que cora o Zn**

nas células B das ilhotas, onde este se encontra complexado a insulina.



Figura 6 - ASPECTO MICROSCOPICO DAS ILHOTAS PANCREATICAS AO
LONGO DO PROCESSO DE PURIFICACAO

Fotografias ao microscopio 6tico (aumento de 100x)
A — Aspecto microscopico das ilhotas impuras
B — Aspecto apés purificagdo

35



36

As ilhotas sdo contadas em microscopio 6tico e os resultados sao expressos em
IEq. O valor IEq reflete o rendimento de ilhotas como o numero total de
equivalentes de ilhotas com pureza maior que 80%. O termo IEq é definido como
o volume de uma ilhota com dimens&o padrdo de 150 um de diametro.’’ Apoés a
purificacdo sdo determinados: o nimero de IEq e pureza da preparacdo através
da coloracao por DTZ e a viabilidade por incorporacéo dos corantes laranja de

acridina (células vivas) e iodeto de propideo (células mortas).

Também sdo realizados diversos outros testes funcionais, microbiolégicos e de
endotoxina para garantir a qualidade da preparagéo. Apds a contagem, as fragbes
pura e impura sado cultivadas em meio de cultura especifico, por no minimo 24
horas. A fragdo pura € encaminhada para o transplante de ilhotas ou para a

pesquisa. A fracdo impura é sempre utilizada em pesquisa.

No NUCEL, todas as etapas do isolamento e purificagcdo das ilhotas pancreaticas
humanas a partir de pancreas de um doador cadaver sao realizadas dentro de
cabines ISO Classe 5, que por sua vez estao localizadas em uma Sala Limpa ISO
Classe 7, construida Unica e exclusivamente com esse objetivo, procurando
atender as Boas Praticas de Fabricacdo ( do inglés good manufacturing practices
- GMP) vigentes no Brasil e a regulamentagao especifica para a area de Terapia

Celular, aplicada pelo Food Drug Administration (FDA), EUA (Figura 7).



Figura 7 — LABORATORIO DE ISOLAMENTO DE ILHOTAS PANCREATICAS

Figura 7 - Sala Limpa ISO Classe 7
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3.c Coleta e Analise dos Dados

Todos os dados relacionados ao processo de isolamento de ilhotas sao
armazenados de forma prospectiva em um banco de dados originado a partir do
protocolo de pesquisa iniciado em 2002, registrado no CONEP como Transplante
de llhotas Pancreaticas Humanas em Pacientes Portadores de Diabetes Mellitus
do Tipo 1 Hiperlabil. Este projeto conta com o apoio da Fundagado de Amparo a
Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP) (Programa de Inovacao
Tecnolégica, Proc. No. 9906460-4) e da Financiadora de Estudos e Projetos
(FINEP) (Proc. No. 143303 do edital Terapia Celular), que financiaram a
implantagdo do NUCEL e a consolidagdo do procedimento de implante celular na
terapia de doencas degenerativas. O banco de dados contém multiplas variaveis
referentes tanto aos doadores quanto ao processo de isolamento e purificagdo
das ilhotas. Procuramos estabelecer alguma relagdo entre as variaveis
identificadas e o resultado final na contagem total de IEq isolados. As variaveis
estudadas sdo: (1) Relacionadas ao doador: idade, sexo, IMC, tempo de UTI,
utilizacdo de drogas vasoativas, tabagismo, HAS, Diabetes em parentes de 1°
grau e tipo sanguineo. (2) Resultados laboratoriais do doador: glicemia, uréia,
creatinina, ALT, AST, amilase. (3) Relacionados ao processo de captagédo e
isolamento das ilhotas: peso do péancreas, aspecto do pancreas durante a
captacao (gorduroso ou endurecido), tempo de isquemia, lote da enzima utilizada
na digestao do pancreas e aspecto do pancreas durante processo de isolamento
(Quadro 3).
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Quadro 3 — FATORES ENVOLVIDOS NOS ISOLAMENTOS DE ILHOTAS
PANCREATICAS ESTUDADOS

Dados do Doador

Resultados

Laboratdriais

Dados do
Isolamento

Idade Glicemia Peso do Péancreas
Sexo Uréia Aspecto do Pancreas
IMC Creatinina Tempo de Isquemia
Tempo de UTI AST Lote da Enzima

Tipo Sanguineo ALT

Tabagismo Amilase

DM em parentes de 1° grau

HAS

Utilizagéo de Drogas
Vasoativas

Inicialmente todas as variaveis foram analisadas descritivamente. Para as
quantitativas esta analise foi feita por meio da observacéo dos valores minimos e
maximos, e do calculo de médias, desvio-padréo e mediana. Para as qualitativas
calcularam-se frequéncias absolutas e relativas. Para a comparacado de dois
grupos foi utilizado o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, pois a suposicao
de normalidade dos dados foi rejeitada. Para a comparacdo de trés ou mais
grupos foi utilizado o teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis, pois a suposigéo de
normalidade dos dados foi rejeitada. Para o estudo da correlacdo entre duas
variaveis foi utilizado o coeficiente de correlagdo de Spearman. O nivel de
significancia utilizado para os testes foi de 5%. A analise multivariada destes
dados foi realizada através do modelo de regressao linear multivariado. Para isso
selecionamos as variaveis que apresentaram associagcdo na analise univariada
com a contagem com p<0,10. Foi ajustado um modelo de regressao linear, depois

aplicamos um processo de selegcéo “stepwise” para obter o melhor modelo.*?
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Uma vez identificada(s) a(s) variavel(eis) com significAncia estatistica,
aprofundaram-se as analises. Foi determinado como valor para um bom
isolamento aqueles com 200 mil IEq ou mais. Para identificar o melhor ponto de
corte utilizamos a curva ROC e determinou-se, como teste de fator de risco para
um bom isolamento (> 200mil IEq), os valores de sensibilidade, especificidade,
valores preditivos positivo e negativo, odds ratio e intervalo de confianca para a(s)

variavel(eis) identificada(s) na regressao linear *2.
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4. Resultados

4.1 Fase |

A analise univariada apresentou significancia estatistica em dois fatores: Para o
IMC foi encontrado p = 0,0034. A gordura macroscoépica do pancreas identificada
pelo cirurgidao no momento da captagédo, com p = 0,04, foi o outro fator analisado
que se mostrou estatisticamente relevante (Tabela 2). Dados gerais se encontram

nas tabelas em anexo.

Para a analise multivariada foram incluidas as variaveis com p < 0,10. Uso de
dopamina (p = 0,069), creatinina (p = 0,088), tempo de isquemia (p = 0,078), IMC

e gordura do pancreas (Tabela 2).

O IMC se apresentou como a Unica variavel com significancia estatistica na

regressao linear multivariada com p = 0.017 (Tabela 3).

4.2 Fase |

Na segunda fase do estudo, os isolamentos foram divididos em dois grupos: (A)
aqueles considerados bons isolamentos, ou seja, que produziram um nuamero >
200mil IEq (n=15) e (B) < 200mil IEq (n=59). Compararam-se esses grupos com o

IMC e os seguintes resultados foram obtidos:

Este teste apresentou acuracia de 83,7% e intervalo de confianga de 95%. A
sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo e negativo foram
respectivamente 53,5%, 91,5%, 61,5%, 88,5%. Odds ratio superior a 12 (Tabela
4).



Tabela 2 - RESULTADOS DA ANALISE UNIVARIADA

Variavel p
Sexo 0,9745
DM em parente de 1° grau 0,2118
HAS 0,9506
Tabagismo 0,4208
Uso de Noradrenalina 0,1308
Presenca de Infecgéo 0,9346
Gordura do Pancreas (cirurgidao)® 0,0415
Gordura do Pancreas (isolamento)® 0,1204
Tempo de Isquemia 0,0783
Uso de Dopamina 0,0692
Tipo Sanguineo 0,8947
Consisténcia do Pancreas (cirurgiao)? 0,1294
Consisténcia do Pancreas (isolamento)® 0,1855
Creatinina 0,0885
Amilase 0,9640
AST 0,3239
ALT 0,3963
Peso do Pancreas 0,1420
Distensado da Cabega do Pancreas 0,2579
Distenséo do Corpo/Cauda 0,5373
Idade 0,1521
Dias de UTI 0,3035
IMC 0,0034
Glicose 0,2698
Lote da enzima 0,1925

p<005 p<0,10
a — Caracteristicas identificadas pelo cirurgido no momento da captacao do 6rgéo.

b — Caracteristicas identificadas pela equipe do isolamento no laboratério
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Tabela 3 - RESULTADOS DA ANALISE MULTIVARIADA

Variavel p
IMC 0,017
Dopamina 0,412
Creatinina 0,677
Gordura do pancreas (cir) 0,230
Tempo de Isquemia 0,199
p <0,05

A construcédo de uma curva ROC (Figura 8) sugeriu um ponto de corte em IMC =
30, com melhores resultados de isolamentos em pacientes com IMC > 30
(p<0,001), identificados através da regressdo linear para variavel dependente

(numero de IEQ).

Tabela 4 - INDICES DE EFICACIA

Sensibilidade 53,5%
Especificidade 91,5%
Valor Preditivo Positivo 61,5%
Valor Preditivo Negativo 88,5%
Acuracia 83,7%
Odds Ratio 12,343
Intervalo de Confianga 95%

Teste da relagéo entre IMC > 30 e Isolamentos de Ilhotas > 200 mil IEq
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Figura 8 - CURVA ROC

Curva ROC
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Figura 8 - Curva ROC demonstrando ponto de corte no IMC de 30 onde foram obtidos os melhores

indices de eficacia para este teste de IMC x numero de IEq.

Doadores obesos, com IMC > 30, produziram uma média de 277964 IEq,
enquanto doadores com IMC < 30 produziram 104874 IEq (p<0,001).

Apenas 11,5% dos pancreas de doadores com IMC < 30 resultaram em um
isolamento com mais de 200 mil IEq. Apenas 38,5% dos péancreas de doadores

com IMC > 30 resultaram em um isolamento com menos de 200 mil IEq.

Pancreas de doadores com IMC > 30 tem chance 12 x maior de produzir uma

contagem de ilhotas acima de 200 mil |Eq.
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5. Discussao

5.1 Contexto Historico

O Transplante de ilhotas pancreaticas foi visto inicialmente como uma forma
promissora de tratamento definitivo para o DM1. O potencial de induzir a insulino-
independéncia através da inoculagdo, em pacientes diabéticos, de células
produtoras de insulina despertou, nas décadas de 1970 — 1980, o interesse de
diversos centros de pesquisa ao redor do mundo. Estudos experimentais em
animais comegaram a demonstrar bons resultados, o que acabou por estimular os

testes em seres humanos.®%33

Em 1974, na Universidade de Minnesota, foi realizado o primeiro TIP em
humanos utilizando aloenxerto e foi iniciado um protocolo concluido em 1977. A
utilizagdo da imunossupressdo com azatioprina e corticbdides, bem como a
precaria técnica de isolamento de ilhotas, proporcionou péssimos resultados, com

apenas poucos casos de efeito transitério do enxerto.™

Com o desenvolvimento dos estudos acerca do assunto e os relatos de
acompanhamento de pacientes em médio e longo prazos, os pesquisadores se
depararam com resultados, em sua maioria, insatisfatérios. O insucesso inicial do
procedimento levou muitos grupos a diminuirem os investimentos em pesquisas
no TIP'® 3 (Figura 9).

Este panorama comegou a mudar no final da década de 1980, quando Ricordi e
col. desenvolveram o método automatizado de isolamento de ilhotas. Com um
melhor aproveitamento dos pancreas e a geracdo de uma grande quantidade de
ilhotas por procedimento, tornou-se viavel a realizagdo de estudos em maior

escala. 3% %
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Figura 9 — GRAFICO APRESENTANDO O NUMERO DE TRANSPLANTES DE
ILHOTAS PANCREATICAS REALIZADOS PELO MUNDO NO PERIODO DE
1974 a 2000**
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A percepcao sobre a necessidade de implantacdo de um esquema de
imunossupressao livre de corticoéides ja havia sido sugerida por Ricordi e col. em
1992. % No entanto, foi o sucesso apresentado pela Universidade de Alberta que
iniciou uma nova etapa na histéria do TIP. O protocolo implantado nos pacientes
desse estudo se baseou na imunossupressdo sem corticéides, na utilizacdo de
pancreas de dois ou mais doadores para atingir aproximadamente 10.000 IEq por
Kg de peso do receptor e obteve como resultado a insulino-independéncia por um

ano em todos os pacientes acompanhados. ™

Apesar de estudos subsequientes ndo terem conseguido reproduzir os mesmos
resultados quanto a insulino-independéncia no segmento dos pacientes
transplantados em longo prazo, muitos demonstraram a manutencao de niveis
elevados de peptideo C no mesmo periodo, na grande maioria destes pacientes.
Obtiveram melhora no controle glicémico, mesmo com o retorno na utilizacao de
insulina e diminuigdo significativa dos episddios de hipoglicemia

15,37-39,81 82,83

assintomatica, com melhora na qualidade de vida.
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Mesmo ap6s a ocorréncia de falha completa do enxerto, caracterizado pelo
peptideo C negativo (<0.3 ng/ml), os pacientes submetidos ao TIP apresentaram

protecdo contra episodios de hipoglicemia severa.®

Os resultados preliminares de um estudo prospectivo com 42 pacientes diabéticos
em andamento na Universidade de British Columbia em Vancouver, Canada,
demonstram a melhora nos indices de hemoglobina glicosilada (p<0,01) e a
diminuicdo da progressao da retinopatia diabética (p<0,01) no grupo submetido ao
transplante de ilhotas em relagdo ao grupo em tratamento clinico intensivo para

controle da diabetes em segmento por 3 anos.®

O maior obstaculo que se impde diante dos centros transplantadores de todo o
mundo é a escassez de 6rgaos disponiveis através de doadores com morte
encefalica, em relagdo ao numero de pacientes candidatos as diversas
modalidades de transplante, inclusive os de pancreas e ilhotas pancreaticas. Para
aumentar a oferta de 6rgdos, formas alternativas de transplantes pancreaticos
tém sido estudadas. A realizagdo de transplante intervivos de pancreas 6rgéo e a
utilizacdo de doadores marginais, como aqueles sem batimentos cardiacos, tem

sido adotadas em alguns centros de referéncia. 442

Da mesma forma, diversas equipes de TIP tém se aprofundado em estudos
utiizando fontes de pancreas, além dos tradicionais doadores com morte

encefalica, com o intuito de aumentar a disponibilidade de 6rgios.

Estudos realizados em doadores sem batimentos cardiacos demonstraram a
viabilidade do procedimento com resultados semelhantes aos obtidos com a
utilizacdo de doadores com morte encefalica. “**® Pesquisadores da Universidade
da Pensilvania obtiveram uma média de 385085 = 78517 IEq em 10 doadores
sem batimentos cardiacos e realizaram o primeiro TIP com sucesso com doador

em parada cardiaca. *°
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A importancia da utilizagdo de doadores com morte cardiaca é destacada em
paises orientais como o Japdo, onde existe uma forte resisténcia cultural a
utilizagdo de doadores com morte encefalica. A Universidade de Kyoto atualmente
apresenta a maior casuistica nesta modalidade de transplante de ilhotas. Sete
pacientes submetidos ao transplante com doadores sem batimentos cardiacos
apresentam evolugio satisfatéria com acompanhamento apés um ano. Todos
estabilizaram o controle glicémico com diminuicdo dos niveis de hemoglobina
glicosilada e normalizagdo dos niveis plasmaticos de peptideo C. Trés deles

apresentavam insulino-independéncia na data da publicacdo do estudo.*®*®

A despeito de todas as implicagbes éticas que envolvem o assunto, a utilizagcédo
de doadores vivos para isolamento e TIP foi relatada. Em 2005, o mesmo grupo
japonés apresentou ao mundo o primeiro transplante intervivos de ilhotas
pancredticas. A doadora foi uma mulher saudavel de 56 anos que foi submetida a
pancreatectomia corpo-caudal. O enxerto produziu, apds o processo de digestédo
e isolamento, 408114 IEq que foram transplantadas em sua filha de 26 anos,
portadora de DM1 hiperlabil ha 15 anos. A doadora teve uma evolugcéo pos-
operatoria sem intercorréncias, retornando ao trabalho apés um més e a

receptora permanece insulino-independente apés um ano de seguimento. 22 4% %

Paralelamente, a evolugdo nas técnicas de preservacao e isolamento das ilhotas
pancreaticas tem proporcionado um maior numero de IEq por 6rgao processado,
reduzindo, desta forma, o numero de pancreas necessario para se atingir o

volume ideal de ilhotas para o sucesso do transplante.

Desde os primeiros isolamentos de ilhotas pancreaticas, ainda em modelos
animais nos anos 60, tem sido registrada a complexidade do processo e
dificuldade de obtengao de ilhotas de qualidade e com funcdo preservada. *'°> O
processo de isolamento de ilhotas vem sendo progressivamente otimizado com a
evolugdo da tecnologia envolvida em suas diversas etapas, entre elas o
desenvolvimento das técnicas de isolamento, através da utilizacdo dos métodos
introduzidos por Ricordi e col. **°2** producdo e pesquisa no desenvolvimento de

31,55-57
)

melhores combinagcbes enzimaticas para a digestdo do pancreas e
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utilizagdo de melhores métodos para a preservagéao do 6rgao durante a captagéo

e o transporte para o laboratério, como o two-layer method.**%?

5.2 Motivagao

Apesar das diversas alternativas para a captacao de pancreas e das evolugdes na
técnica de isolamento e digestdo das ilhotas, a quantidade de 6rgéos €, ainda
assim, muito menor que a demanda. Some-se a isso o fato de o transplante de
ilhotas ser considerado experimental na maioria dos paises do mundo e, portanto,
0s péancreas disponiveis para transplante sdo, via de regra, oferecidos para
TPOT, o que reduz consideravelmente a disponibilidade e a qualidade dos 6rgéos

para o TIP.

O TPOT é um tratamento estabelecido e que apresenta bons resultados em longo
prazo no controle glicémico, principalmente quando associado ao transplante de
rim, sua principal indicacdo. Nestes casos, o paciente com nefropatia diabética
terminal € candidato ao transplante renal e, portanto, serd submetido a
intervengéo cirurgica e necessitara de imunossupressao por toda a vida. O
transplante de pancreas, neste contexto, se apresenta como uma terapia
complementar, que trara beneficios, com aumento da sobrevida do enxerto renal
e do paciente, bem como uma potencial cura para a diabetes, sem aumento na

morbimortalidade. 8%

No entanto, a indicacdo para o TPOT isolado é bastante restrita e utiliza os
mesmos critérios de indicagéo do TIP, ficando reservado para casos selecionados
de pacientes com diabetes hiperlabil, ou seja, que apresentem historia de
labilidade glicémica com complicagdes metabdlicas agudas graves, como
episddios de cetoacidose de repeticdo e/ou hipoglicemia severa, assintomatica ou
nao, mesmo com rigoroso acompanhamento endocrinoldégico. Além disso,
apresenta resultados piores que o transplante pancreas-rim em relacdo a

sobrevida do enxerto, e, apesar de demonstrar melhores resultados quanto a
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insulino-independéncia em longo prazo, apresenta morbimortalidade maior em

relacdo ao implante de ilhotas. """

Em um grande estudo multicéntrico norte-americano onde mais de 11000
pacientes na fila para transplante de pancreas foram avaliados no periodo de
1995 a 2000, identificou-se, com significancia estatistica, uma maior mortalidade
dos pacientes submetidos ao transplante de péncreas isolado quando

comparados aqueles n&o transplantados na fila de espera.

Assim como na maioria dos paises do mundo, com excec¢éo feita ao Canada, o
TIP € um procedimento experimental no Brasil, e, portanto, enfrenta dificuldades
para a obtencado de 6rgaos para pesquisa, uma vez que os pancreas de doadores
cadaveres sao prioritariamente oferecidos para as equipes de TPOT, por se tratar
de um método de eficacia reconhecida e estabelecida, ficando para o programa

de transplante de ilhotas os 6rgéos rejeitados por todas as equipes de pancreas.
72-74

Nos EUA, em 2005, foram modificados os critérios para a alocacdo dos pancreas
captados de doadores com morte encefalica. Com a implantagcido das novas
regras, os pancreas de doadores com IMC maior que 30, bem como aqueles com
mais de 50 anos, salvo em casos selecionados, passaram a ser destinados

prioritariamente para o TIP. I

A principal razdo que motivou o desenvolvimento deste estudo foi a tentativa de
identificar possiveis diferencas entre o “bom” doador de érgaos para o transplante
de pancreas 6rgao total e o “bom” doador para o transplante de ilhotas, tendo em
vista a realidade da doacgéo de érgaos no Brasil, e, deste modo, tentar estabelecer
critérios para a identificacdo de uma populacdo de doadores cadaveres de

pancreas que possam ser priorizados para o transplante de ilhotas.
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5.3 Resultados

A identificacdo de fatores relacionados ao doador e a todo processo de
isolamento de ilhotas pancreaticas que possam influenciar diretamente no
resultado final do processo vem sendo estudada por alguns grupos. Apesar de
diversas variaveis terem sido citadas nestes trabalhos, o indice de massa corporal
(IMC) do doador foi apontado como fator diretamente proporcional a um melhor

isolamento de ilhotas na maioria dos estudos. (Quadro 4)

A obesidade é considerada uma das principais causas da resisténcia insulinica e,
consequentemente, leva a uma maior demanda metabdlica dessa substancia.
Esses dois fatores associados representam um estimulo a adaptagéo das células
beta pancreaticas através da neogénese das ilhotas, o que aumenta a massa de
células beta nativas.”®”” Esta regra se aplica apenas a pacientes obesos que nao
apresentam intolerancia a glicose ou diabetes tipo 2, quando a fung¢ao das células

B ja se apresenta em decadéncia. "®

Garcia-Estevez e col. demonstraram, em um estudo com 87 pacientes néo-
diabéticos divididos em quatro grupos de acordo com o IMC, diferencas
estatisticamente significativas quanto ao grau de resisténcia insulinica e atividade
das células beta. Identificaram que pacientes com IMC acima de 29 apresentam

uma maior resposta insulinica a infusao de glicose (p < 0,01). ”®

O maior estudo para a identificagcao de fatores preditores de melhor isolamento de
ilhotas foi publicada pelo grupo de Mildo em 2005 com 437 isolamentos. Nano e
col. identificaram através de analise multivariada o IMC (p<0,0001), peso do
pancreas (p<0,001) e tempo de digestdo (p<0,001) como as variaveis
estatisticamente significativas para o sucesso do isolamento.?® Algumas outras
variaveis como a idade do doador, tempo de isquemia e o sexo foram
identificadas separadamente como preditores de bom isolamento nos poucos
estudos acerca do assunto (Quadro 4). O presente estudo demonstra apenas o

IMC do doador como fator preditor de sucesso para o isolamento de ilhotas
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pancreaticas. As outras variaveis referidas nos estudos citados acima também

foram analisadas, porém n&o apresentaram significancia nesta casuistica.

Quadro 4 — VARIAVEIS IDENTIFICADAS COMO FATORES PREDITORES DE
SUCESSO NO ISOLAMENTO DE ILHOTAS PANCREATICAS

n Fatores Preditores de Isolamento
ZenY e col. & 50 IMC, Idade, Tempo de Isquemia, Causa da Morte
Lakey JRe col.**  |153 IMC, Idade
Matsumoto | e col. *° | 114 IMC
Kim SC e col. & 69 Sexo, Tempo de Digestéo
Nano R e col. % 437 IMC, Peso do pancreas, Tempo de Digestao
Hanley SC e col. 2 | 171 IMC, Sexo, Idade
Sakuma Y e col. 2° | 207 IMC, Tempo de Digestao, Lesdo da Capsula Pancreatica

Em 2005, o grupo de Edmonton, por meio de uma analise retrospectiva com 326
doadores, propds um escore de 0-100 envolvendo diversas variaveis relacionadas
ao doador e ao processo de isolamento, a partir do qual foi possivel predizer o
sucesso do isolamento. Neste estudo, as variaveis consideradas com maior peso
no escore foram a idade do doador, o tempo de isquemia fria, a causa da morte e
oIMC.”

Apenas um trabalho, no entanto, sugeriu um ponto de corte para o IMC a partir do
qual melhores resultados foram obtidos. Matsumoto e col., em 2004,
demonstraram em 114 isolamentos que doadores com IMC > 30 produziram em
média 319 mil IEq, enquanto aqueles com IMC < 30 produziram aproximadamente
215 mil IEq (p=0,0002).*® Na segunda fase da analise estatistica do presente
estudo, foi construida uma curva ROC com o objetivo de se identificar o ponto de
corte desta casuistica. Coincidentemente o IMC de 30 se mostrou como melhor
ponto de corte. Doadores obesos, com IMC > 30, produziram uma média de
277964 IEq, enquanto doadores com IMC < 30 produziram 104874 IEq (p<0,001).
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Para que fosse possivel a construgcdo da curva ROC e identificagcdo de
sensibilidade, especificidade e valores preditivos, foi necessaria a determinacao
de um valor para considerarmos o isolamento de ilhotas como satisfatério. Porém

esse é um ponto de divergéncia na literatura.

Lakey e col., em 1996, e Kin e col., em 2005, definiram bons resultados a partir de
100 mil IEq.?* 2", enquanto Hanley e col., em 2008, adotaram isolamentos de 250
mil IEq como satisfatorios.?® Ja Matsumoto e col. utilizaram 300 mil IEq como
referéncia de bom isolamento.?® A variagdo na identificagdo de um valor ideal para
um bom isolamento alicercou a adogdo de um numero intermediario aqueles
encontrados na literatura. Ainda assim, foi tomado como base o protocolo de
Edmonton™ , o qual define um valor de aproximadamente 10000 IEq/Kg de peso
do receptor como o ideal para a realizagcdo com sucesso do implante. Esse valor
deve ser atingido com a utilizacao de 2 - 4 pancreas processados. Levando-se em
conta um peso médio do receptor de 60 — 80 kg, seriam necessarios
aproximadamente 600 — 800 mil IEq a ser obtidos em no maximo 3 - 4
isolamentos. Um valor de 200 mil IEq por isolamento seria 0 minimo aceitavel
para se atingir essa meta, portanto, foram considerados neste estudo bons

isolamentos os que atingiram = 200 mil IEq.

Identificada inicialmente na analise univariada como preditora de bom isolamento,
a avaliacdo macroscopica do pancreas no momento da captacdo inclui a
avaliagdo visual e a palpacdo do érgao para a identificacdo de alteragdes que
possam contra-indicar sua utilizacdo como a presenca de tumoragbes e
calcificagdes. Juntamente com o aspecto visual, a consisténcia é relatada em um
formulario preenchido pelo cirurgido responsavel pela captacdo. Por meio da
analise desses dados foi demonstrado que a identificagcao visual de um pancreas
gorduroso pode ser preditor de um melhor isolamento de ilhotas. Na analise
multivariada essa variavel acabou excluida, no entanto, ndo se pode deixar de
leva-la em consideracdo, ao menos como uma tendéncia, uma vez que

apresentou um p significativo (< 0,05) na univariada.
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Este julgamento baseado na identificagdo macroscépica e tatil do pancreas
quanto ao seu aspecto gorduroso pode, em um primeiro momento, parecer um
tanto empirico e de dificil mensuragéo, pois se baseia apenas na experiéncia e
opinido do cirurgido responsavel pela captagdo. Em outras areas da Medicina,
estudos baseados em exames fisicos realizados por especialistas tém sido
publicados referindo a eficacia do exame clinico quando comparado com exames
complementares padrdo-ouro para um determinado diagnostico como, por
exemplo, a eficacia do toque retal, quando realizado por proctologistas
experientes, no estadiamento do tumor anorretal.*®* Da mesma forma, pode-se
considerar que os cirurgides responsaveis pelas captagbes de péncreas para
isolamento de ilhotas pancreaticas deste grupo s&do aptos a determinar se um
pancreas tem aspecto e textura gordurosa e, portanto, poder ser essa informacgéo

um preditor de bom isolamento de ilhotas.

5.4 Amostragem

Até o inicio do presente estudo, 92 isolamentos de ilhotas pancreéticas tinham
sido realizados pelo NUCEL. Cinco foram excluidos do estudo por terem sido
interrompidos antes do final do processo. Foram selecionados, entido, todos os
isolamentos realizados seguindo corretamente a sequéncia de etapas desde o
processo de captacdo do 6rgdo até a cultura das ilhotas, ndo importando o
resultado final. Excluiram-se onze doadores que apresentaram resultado final de
zero |Eq, devido a falhas consideradas importantes durante o procedimento. Um
doador foi excluido por insuficiéncias de dados coletados. Houve uma exclusao
de doador recém-nascido vitima de asfixia neonatal. Em trés processos
obtiveram-se resultados menores que 5000 IEq, mas como todas as etapas foram
cumpridas, ndo foram exclui-los do estudo. A amostra final de 74 doadores foi
analisada segundo a qualidade das informagdes registradas no banco de dados.
Todos apresentavam registros corretamente anotados quanto aos dados dos

doadores, fornecidos pela central de transplantes de S&o Paulo, e as diversas
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etapas dos processos de captacdo e isolamento. Algumas variaveis citadas em
outros estudos ndo constavam nos dados de todos os doadores, desta forma,
foram consideradas apenas aquelas presentes em pelo menos 37 (50%)
doadores. Isso se deve ao fato de que, ao longo dos anos em que o NUCEL
realizou os isolamentos de ilhotas utilizados neste estudo, houve uma evolugéo
da quantidade de dados coletados a respeito de todo o processo, refletindo uma
maior compreensao do grupo do NUCEL e de outros grupos a respeito do
isolamento de ilhotas e de variaveis que poderiam ser correlacionadas com o

numero final de IEq.

O célculo do tamanho amostral deve ser realizado, quando possivel, antes de se
iniciar o estudo. Neste caso, em que se utilizou uma casuistica retrospectiva com
o tamanho ja definido, as analises foram realizadas e, quando alguma delas
forneceu alguma significancia estatistica, procurou-se calcular o poder do teste.
Como a unica variavel que apresentou associacdao com o numero de IEq foi o
IMC, é para esta variavel que se calculou o poder do teste. No entanto, o teste
utilizado para estudar a associagao € um teste nado-paramétrico, pois o numero de
ilhotas ndo apresenta distribuicdo normal, ndo sendo possivel calcular o valor
exato do poder. O poder-eficiéncia do teste de Mann-Whitney & de 95% para
pequenas amostras (com n < 30), assim se pode afirmar que o tamanho amostral

(74) é suficiente para as conclusées obtidas.*?

Ja para a segunda etapa do estudo, com construgéo de curva ROC e calculos de
indices de eficacia, aprofundou-se a analise do IMC em relagdo a variavel
dependente 200 mil IEq, que representa o valor esperado para um “bom”
isolamento. Utilizou-se a regresséo logistica, que por definicdo exige que para
cada variavel independente deva-se ter 10 casos da variavel dependente. Como
nesta casuistica somente o IMC apresentou significaAncia estatistica (variavel
independente), e temos 15 casos de isolamentos com resultado superior a 200 mil
IEq (variavel dependente), é possivel afirmar que para a regressdo logistica

temos amostra suficiente para o estudo.*
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5.5. Consideragdes Finais

O transplante de ilhotas pancreaticas ainda é visto com desconfianga por parte da
comunidade médica devido aos resultados inconsistentes em longo prazo. No
entanto, é inegavel o potencial de reversao da diabetes através da utilizagéo de
ilhotas pancreaticas por meio de implante nos pacientes. O figado é o local mais
comumente utilizado para o implante, mas alguns grupos estudam a utilizagao de
outros sitios, como o omento ou o tecido subcutaneo. O grupo do NUCEL e outros
pesquisadores vém desenvolvendo o microencapsulamento de ilhotas, uma
alternativa que pode evitar a necessidade de utilizagdo de imunossupressores ao
proteger as ilhotas microencapsuladas de anticorpos, citocinas e da acéo direta
de células do sistema imune.®® Com o desenvolvimento dessas novas
tecnologias, bem como o aprimoramento das técnicas de captacéo e isolamento
das ilhotas, sera revelado, muito provavelmente em um futuro préximo, o real

papel do TIP no tratamento do DM1.

Apesar de ser um procedimento experimental, ele ja é aplicado, a nivel protocolar,
em seres humanos. Pela necessidade de uma melhor regra de alocagéo, e
acreditando no potencial deste procedimento, é importante que o transplante de
ilhotas tenha seus critérios bem estabelecidos pelas entidades que regulam os

transplantes de 6rgaos no Brasil.

A utilizacdo de pancreas de doadores com IMC maior ou igual a 30 pode ser
priorizada para o transplante de ilhotas no Brasil em vista dos resultados de
estudos realizados em diferentes centros e, notadamente, do presente estudo que

se utiliza da maior casuistica nacional disponivel.
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O aumento e a adequacao da oferta de pancreas para ilhotas sdo fundamentais
para que as equipes nacionais possam garantir espaco na vanguarda da
produgdo de pesquisas e desenvolvimento de tecnologia em isolamento e

transplante de ilhotas pancreaticas.
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6. Conclusoes

O IMC do doador cadaver se apresentou como Uunica variavel relacionada com o

resultado final do isolamento de ilhotas pancreaticas.

Andlises estatisticas nesta populacdo demonstraram que o doador com IMC > 30
tem maior possibilidade de proporcionar um melhor isolamento de ilhotas

pancreaticas.
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7. Anexos



7. Anexos
Anexo 1 — BANCO DE DADOS UTILIZADO NO ESTUDO

Anexo 1a - Doadores com IMC > 30 (13)

T DRGAL
WASOATHS

CONTAGEM Pﬁ%ggs TEMPO DE
FRACAC PURA GLICEMIA | CREATININA | TGO TGF | AMILASE | CONSISTENCIA | GORDURA | APOS UMPEZA | CONSISTENCIA | GORDURA | DISTENGAC | DISTENGAO | ISCUENIA
P/ DATA (IEQ) {moiiL} {mgidL) fun) | (ua) {uiL) (MEDICO) (MEDICO) G} (EQUIPE) (EQuiPe) | DACABECA | DACAUDA FRIA(RE)
P19/07] 28-ago-07| 799800 105 1.36 95 34 51 NORMAL | gorduroso 101.2 NORMAL | NORMAL boa boa 9:30
POS/06| 19-mai-06] 555125 162 3.4 1027 | 815 184 gorduroso 95 muito boa | muito boa 9:15h
P13!DG[ 380233 293 1.6 450 | 68.0 63 Macio gorduroso 1085 muito bea | muito boa | 10:18h
P1SI!DGI 29—set-05L 383283 106 2,64 7950 64,0 180 normai gorduroso 85.9 média média 6:15h
POS/I04| 10-mar- 320000 401 126 RIGIDO NORMAL pauca pouca 7:15h
P20/06{ 10-out-06| 300000 115 1.92 31.0 | 340 41 95.7 boa boa 7:20h
P14/05) 30-890-(15] 228300 106 1.0 44 27 16 NORMAL | gorduroso| média média 7:25h
P08/07| 12-abr-07| 207308 219 0.8 124 95 41 NORMAL NORMAL g2 NORMAL | gorduroso boa boa 10
P02/07] 14-fev-07| 144700 128 2,8 21 85 69 MACIO gorduroso 72 NORMAL | gorduroso | muito boa boa 9
P16/I07]  16-ul-07] 112467 84 4.7 511 85 190 NORMAL NORMAL 95.3 NORMAL | NORMAL media RUIM 7
PO6/05] 3()—mar-05j 73733 238 110 RIGIDO | gorduroso| pouca pouca . 4:28h
PO7/05) D?-»abr-ﬂSI 66160 225-140 1.5 14 16 486 NORMAL | NORMAL | Muito boa | Muito boa 7:00h
PO3/08|  13-fev. 61417 232 0.6 B4 85 54 NORMAL | gorduroso 96.7 RIGIDO NORMAL boa RUIM 12
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(1-26)
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FPERO OO
CONTAGEM PANCREAS
FRAGAC PURA IDADE DM 10 un DROGAS DROGAS APOS LOTE DA
Pl DATA (¥EQ) ABD ANOSE) SEXO PESO (kp) ALTURA (m) | M (KGMZ) | GRAU | HAS | INFECCAD | TABAGISMO | (dias) VASOATIVAS 1 VASOATIVAS 2 | LIMPEZA(G) ENZINA
P13/04] 08-out-04 351217 © 47 F 70 1,65 25,711662 5 Noradrenalina 93142020
PD8/05| D6-mai-05] 283033 O 46 M 85 1,85 2438 2 83172920
P0&I04|  21-jun-05 267617| O+ 34 F 85 16 21,484375 2 Noradrenalina Dy 83103520
P16/06] 08-set-05] 2262001 A 4% F 75 16 29,206875| V v 3 Dopamina 787 23410261
P12/04] 35.ago-04] 2083083| O 43 F &0 1,65 | 20384757 8 Dopamina 93121020
P16/07] 25jul-07 206783 O 52 F 65 1.7 22,49 F v F F 3 Dopamina 1016 83435460
P13/05] 18-ago-09) 204458 O 55 M 85 1,75 27,8 3 Dopamina 93110620
POS/OT| 27-abr-07| 190275 O 4% M 78 172 26,36 F E v F 5 Noradrenalina 114 83500960
P25/08] 18-nov-D6| 188833 A 43 F 85 1.6 25.390625 7 | noradrenalina 855 53435460
P0O6/0T| 04-abr-07 187983 B 54 F 70 1,65 257 F v F F 1 Noradrenalina &0 83500060
rovoE  14qan08]  siyss A 58 = &5 1.6 54 F v F 15 | Noradrenaina 65,3 3430460
P10/06] 16-jun-06] 187500, O 51 F 80 1,65 29.384757 1] Noradrenslina 849 93410261
P2/05| 22-jan-05] 180000F A 51 M 80 1,85 234 7 Dopamina
P01/04] 09-jan-04 164233/ 43 M 50 1.9 24,930748 4
P21/06] 15-out-05f 162884 O a2 F 57 1.6 22.2656256( V 12 | Noradrenakna §6.2 §3410281
PDEI04|  04-abr-D4) 162000 O 45 F 80 1,65 29384757 Noradrenaiina
P15/06] 26-ago-06] 153503] A 53 F 55 1.55 2289282 v v v 5 Noradrenaiina 107 93410261
roan7| 13-merd7| 144117 © 48 £ 50 1,55 27 E v v F 6 | Moredrensiina 83 23435460
P14/04] 19-out-04] 143467| O+ 42 M 80 1.8 24 691358 13 fina D 9311620
P16/05] 16-dez-05) 137567 B 52 85 1.75 27.8 3 83366020
P0O3/06] 01-fev-06) 129381] O 55 F 60 1,65 22038567 1 Noradrenalina 96,2 93366020
PD3105| 17-fev-05 116383] B a2 F 60 1,56 24,7 10 93222420
P22/06] 21-out-06] 108866] A 49 F 62 1,55 25 806452 v V 7 62,5 93410261
POSOT7| 28-mar-07| 107958 B 58 F B85 165 23.87 F It v F 10 | WNoradrenafina 44 93471520
P23/07] 03-out-07] 105958 A 40 F 85 16 25,39 s F E 4 | Noradrenalina 66.90 53142020
P10/07] 06-mai07| 103000 O 46 F 70 165 25.71 F v F F 2 | Noradrenalina 95 93500960

351217

293033

267617

225200

208383

206783

204458

190275

185833

187983

187933

167500

180000

184233

162684

162000

153508

144117

143467

137587

128381

116383

108866

107958

105958

103000




65

(27 - 51)
}TESCI DO
Fmﬂif.;n DADE oM 10 um DROGAS DROGAS Pmmcfsjs LOTE DA

P—id DaTA (ET) ABD (ANOS) SEXO PESD (kg) ALTURA (m) | BWC (KGMAWD) | GRAU | HAS \NFECCAD TABAGISMO | (dss) VASDATIVAS 1 VASDATIVAS Z | LIMPEZA (G) ENZIMA
P17/05| 15-0ui-05) 100000 B 39 F 60 16 234 15 | Moradrenaiina 83331620
PDR/IOA]  10-mai-D6| 933331 B 55 F 75 18 29 JO6RTH 3 i 97 .9 G3410261
PO7/04] 15-jun-04| 92200/ 93121020
P24/07] 09-nov-0T| 88700 O 34 75 1.75 2449 v F F F T Noradrenalina 90 93142020
P17/06| 20-set-08) 86500 © 23 F 75 1.7 25851557 V 10 | Noradrenalina 76.9 93435460
P04/05| - 26-fev-05) 85000 52 F 55 16 215 2 83222420
P04/04| D4-mar-04) 83550, © 48 B 65 1,63 24 454502 dopamina
P15/04] 06-nov-0d] 800331 B 43 F 58 16 2265625 4 | Noradrenalina 83222420
P26/07| 06-dez-07] 72933 A 46 M 72 1.8 2197 E E F E: ] i 76,5 93366020
P18/06|  25-sei-06| T0000] A 48 M 80 1.75 26.122449 v 3 84,1 93435460
POS/08| 14-mar-08| 69850 O 48 F 50 164 18.59 Vv v F vV 4 Noradrenalina 925 071414
P18/05| 26-out-05| 66733 O 43 E 75 185 215 2 93331620
P13/07] 15-mai-07| 66133 O 56 M 75 1.71 25,65 F v Vv F 0 100 93500960
PO7/07| 10-abr-07] 66000 © 51 F 70 1,65 257 F v F F 1 d 89 93435460
PGS 27-set05 600000 B 53 F B85 1,56 BT 10 Noradrenalina Q3222420
P1B/07| 22-ago-07] 50283 A 55 F 60 1.59 23,73 F v v v 5 | Noradrenalina 434 93410261
P0S/04|  14-jul-04 57800 A 3 F 60 1,65 22038567 10 | Noradrenalina
P11/04] 0§-age-04| 54283 B 34 F 85 1.6 25,390625 1
PO5/06] 25-mar-06| 51000] A 55 F 70 16 27 34375 v 6 Noradrenalina 92 93366020
P0O5/05| 09-mar-05| 50000 B 42 M 100 185 292 3 Noradrenalina 93222420
P01/05 19-jan-05{ 47000 A 20 M 100 1,85 282 2 Noradrenalina 93222420
P26/06] 09-dez-06] @_55{3;3 O 19 F 54 1,56 22189349 v v 2 Noradrenalina 60,7 93435460
P02/0S| 0Bjun05|  43000] © | 41 F & 185 18 % 1| Novadrsnalina 53222420
P10/05| 30-un-05| 43000 B 42 F 50 1,6 195 1 Noradrenalina g3288220
P11/05| 02-ago-05] 42617 34 F 55 16 215 2 Noradrenalina 93288220
P25/0T| 18-nov-0T| 38108 39 F 67 1,66 24,36 ' v F F 1 822 93142020

— excluido do estudo por falta de dados

1 dnowi7-

P07/04 — excluido do estudo por falta de dados
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TES0 DO

CONTAGEM PANCREAS
$HA(.J‘\0HM 1DADE oM 1o um DROGAS DROGAS APOS LOTE DA
P DATA {IEQ) ABD [ANOS) SEXO PESO (gl | ALTURA (m) | BAC (KGMZ) | GRAU sy 1 2 | LMPEZA{G) ENZWEA
P14i07] 31-mai-07] 32125 © 58 58 15 2222 F v F 9 | Noradrenalina 634 3500960
PO2/08 31jan 06 32000 O 54 75 165 |27548200| V 11 | Noradrenalina 29 93222420
P23/06| 26-out-06| 25000 O 41 60 165 |2203857| V v ] 3 85.2 93410261
P15/05| 10-set-09] 23000, A 54 70 17 242 3 | Noradrenatina 53222420
P12106]  16-jul-08] 13974] O 36 M 75 1,7 |25951557| v 2 dopamina 848 93410261
P21/07| 21-set-07| 12733] © 8 M 26 142 13 F F 8 | Noradrenaiina 385 93500960
PO1/07|  194an-07] 9917 © 39 M 80 1.74 2642 F F F 2 di 7 93435460
Po4/08|  21-fev-08] 4250, O 29 M 75 16 29.29 v F F 4 116 13497900
P01/08| 09-an-08] 3000 © a3 F 75 12 25951557 | W v 2 | Noradrenalina 90 93331620
P14/08) 22ul-08] 48 A 49 F 70 165 |25711662 13 | Noradrenaling 683 93366020

180

320

E$g§§§§?§§
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Analysis of multiples variables related to the cadaveric organ donor and the

pancreatic islet isolation process

The shortage of cadaveric organ donors relative to demand and the prioritization
for donation for the whole organ pancreas transplantation became obstacles to
obtaining organs for isolation of pancreatic islets both for research and islet
transplantation. Few studies have evaluated whether there are characteristics
related to donors and some stages of the isolation that can be risk factors for a
better isolation of pancreatic islets. Objective: To analyze the relationship
between the multiple variables related to the donor and the process of recovery /
isolation of islets with the total number of equivalent isolated pancreatic islets
(IEQ). Method: We analyzed several variables in 74 islets isolations in relation to
the outcome of IEq isolated at the end of the process: age, sex, BMI, ICU stay,
use of drugs, smoking, hypertension, diabetes in 1st degree relatives, blood type,
glucose, urea, creatinine, ALT, AST, amylase, pancreatic weight, appearance of
the pancreas during the recovery, ischemia duration and lot of enzyme used in the
pancreas digestion. Results: In univariate analysis, BMI (p <0.01) and
macrospcopic appearance of the pancreas during the capture (p = 0.04) were the
variables related to a greater number of IEqgs. For the multivariate analysis, the
only variable that showed statistical significance was the BMI (p = 0.0003).
Through the establishment of an ROC curve, BMI = 30 appeared as a cutoff point
where the pancreas of donors with BMI > 30 generate more islets than donors with
a BMI < 30 (p <0.001). Conclusion: The BMI of cadaveric pancreas donor is
presented as the only variable statistically significant. The donor with a BMI> 30 is

more likely to provide better isolation of pancreatic islets.
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