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1. INTRODUCAO

A diabetes mellitus, em especial a do tipo 2, € uma pandemia mundial.
Estima-se que ha mais de 475 milhdes de diabéticos entre 20 e 79 anos no mundo e
gue é possivel que esse numero atinja 629 milhdes até 2045(CHO et al). Dados do
Federacdo Internacional de Diabetes (IDF) de 2013, indicava que haviam 11,9
milhdes de diabéticos no brasil, ocupando o quarto lugar no ranking dos paises com
maior prevaléncia de diabéticos (COSTA et al. 2017).

Um dos primeiros relatos do uso do método de isolamento de ilhotas
pancreaticas com colagenase foi apresentado por MOSKALEW SKI (1964), o qual foi
usado para isolar ilhotas pancreéticas de Porquinos-da-india. Com isso em mente,
vemos a importancia do meétodo de isolamento de ilhotas pancreaticas em
camundongos, para um possivel aprimoramento do estudo do diabetes. O método
de isolamento de ilhotas sera usado em camundongos ob/ob obesos deficientes em
leptina, modelos de obesidade severa e diabetes mellitus tipo 2, que serao testados
em solucdes com diferentes concentracbes de glicose e posteriormente a acéo de
medicamentos antidiabéticos.

2. METODOLOGIA

Meio de cultura tamponado basico para manipulacdo das ilhotas pancreaticas ex
VivVo:

Solugao salina balanceada de Hank’s:
* 800 ml de 4gua destilada.

* NaCl - 0.15M

* KCI - 0.005M

* CaCl2 - 0.001M

* MgS04-7H20 - 0.0004M

* MgCI2-6H20 - 0.0005M

* Na2HPO4 - 0.0003M

* KH2PO4 - 0.0004M

* Glicose - 0.006M

* NaHCO3 - 0.004M

* Completar a solugéo até com agua destilada até chegar ao volume de 1 litro.


mailto:augustoschneider@gmail.com
mailto:i.schadock@ymail.com
mailto:–barrosccpel@gmail.com

42 SEMANA XXVII CONGRESSO DE
Ll
* S ety COClI INICIACAQ CIENTIFICA

Procedimento de isolamento das llhotas pancreéticas:

Método usado conforme descrito anteriormente por BARROS et al.
(2012).0s camundongos, foram expostos a uma incisao abdominal. Utilizando um fio
de sutura, o ducto pancreatico foi obstruido préximo da ampola de Vater por ligadura
para evitar o extravasamento da solucdo de colagenase para o intestino. Uma
pequena incisdo foi feita no ducto para introduzir uma agulha, com ajuda de uma
lupa biocular Metrimpex, Hungary 6.3x a 80x e foi utilizado um fio de sutura de
algodao e poliéster para fixar a agulha no ducto (Imagem 1).

Imagem 1. Agulhaja dentro do ducto pancreatico para injecéo de solucao de
colagenase para digestao retrégrada do pancreas exocrino.

Logo apés Foi usada uma solucado de colagenase a 0,2 U/mL ,em solucéo
de Hanks. Trés mililitros desta solucao foi injetado no pancreas via retrégrada, a fim
de digerir o pancreas exdécrino sem danificar as ilhotas pancreaticas. Em seguida ao
inflamento do pancreas com esta solucéo, foi feita a remocédo deste, o qual foi
colocado em um tubo contendo 3 ml da mesma solucdo de colagenase preaquecida
a 37°C, para encubacdo em banho maria por 7 minutos. A reacao foi interrompida
pela adicdo de solugdo de Hanks gelada (4°C) e os residuos de colagenase foram
removidos com 3 lavagens sequenciais apos centrifugacdo. O conteudo restante no
tubo foi colocado em uma placa de petri e as ilhotas foram selecionadas
manualmente entre os restos celulares com ajuda de uma lupa e um sistema de
succgéo.

Imagem 2: llhotas Pancreéticas ja isoladas por processo descrito anteriormente.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com a utilizac&do desse método, foi possivel isolar uma média de 30 a 80
ilhotas pancreaticas por camundongo testado. O resultado bate com relatos de
rendimento de 40 ilhotas por camundongo (BOWEN, ANDRUS e LAFFERTY, 1980),
mas difere de alguns estudos que que indicam metodologias que isolem de 200 a
400 ilhotas pancreaticas por animal (SHEWADE, UMRANI e BHONDE, 1999). Isso
indica que o método precise ser aprimorado antes de empregado em estudos de
larga escala.

4. CONCLUSOES

Conclui-se que o método de isolamento de ilhotas pancreaticas foi
estabelecido no Laboratério de Nutrigenémica da Faculdade de Nutricdo, porém
ainda é possivel fazer o aprimoramento deste. Esse método sera usado para
estudos sobre diabetes ex vivo podendo ser usado para ver o efeito de diferentes
drogas sobre a secrecédo de insulina em ilhotas pancreatica isoladas.
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