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RESUMO
O Diabetes Mellitus (DM) é uma sindrome metabolica de
etiologia madltipla, poligénica, caracterizado por hiperglicemia
cronica, resultante da deplecao total de células B (DM do Tipo 1)
ou por consequéncia de uma resisténcia a insulina (R1) (DM do
Tipo 2). Observa-se também a existéncia do DM monogénico,
como 0 MODY1 causado pela mutacdo do gene que expressa 0
fator de transcricio HNF4a. O HNF4a é importante para células
B pancredticas, pois controla genes relacionados com o
metabolismo da glicose e com a expressdao génica da insulina e
proliferagdo. E sabido que HNF4q controla o aumento de massa
de células p em resposta ao estresse, como a gravidez, através da
ativacdo da via ERK-ST5. A dexametasona é um glicocorticoide
sintético com potente efeito diabetogénico. Animais tratados com
dexametasona desenvolvem Resisténcia a Insulina (RI) e,
consequentemente, aumento de massa de células  pancreaticas.
Independente da etiologia, qualquer forma de DM apresenta
perda de massa secretora de insulina, por isso é importante
investigar vias que induzem o aumento da massa desse tipo
celular. Baseado no fato que (1) o HNF4a ¢ crucial para a
proliferacdo de célula B, (2) RI induzida por dexametasona
promove aumento de massa de célula B e, (3) estimular a
regeneracdo de massa de célula p pode ser um alvo terapéutico
importante para 0 DM, nds investigamos se a proliferacdo de
células B pancredticas induzidas por dexametasona é dependente
do HNF4a. Para isso, utilizamos animais WildType (C) e
Knockout (K) para 0 HNF4-q (HNF4q '@Flo®insCrey tratados ou
ndo com 10 mg/Kg/dia de dexametasona, por 5 dias consecutivos,
dose dividida em duas aplicacdes ao dia. No dia seguinte a Gltima
injecdo de dexametasona a RI foi comprovada por ipITT e os
animais foram eutanasiados para retirada do pancreas. Os dados
foram analisados pelo software Graph Prisma 6. Em comparacéo
aos animais C, animais knockout apresentaram maior tolerancia a
glicose, menor glicemia de jejum e GSIS (Glucose Secretion
Insulin Stimulation) aumentada, a expressdo génica de HNF4a
aumentada nos animais CD, a expressdo génica dos hormdnios
glucagon e somatostatina aumentou com o tratamento do DEXA
somente em animais WT. O DEXA aumentou do mRNA do
PDX1 e NGN3 apenas nos animais WT, indicando que essa
modulagdo pode ser dependente de HNF4a. Com isso,



concluimos que o aumento de massa de célula B induzida por
DEXA ¢ dependente da agdo do fator de transcrigio HNF4a.
Palavras-chave: HNF4a; Diabetes Mellitus; proliferagéo;
insulina; dexametasona.



ABSTRACT
Diabetes Mellitus (DM) is a metabolic syndrome with multiples
etiology, characterized by chronic hyperglycemia due to total p-
cell depletion (DM Type 1) or insulin resistance (IR) (DM Type
2). It is also observed the existence of monogenic DM, such as
MODY1 caused by the mutation of the HNF4a gene. HNF4a is
important for pancreatic B cells since it controls genes related to
glucose metabolism and insulin gene expression. It is known that
HNF4a controls the B-cell mass expansion in response to stress,
such as pregnancy, through the activation of the ERK-ST5
pathway. Dexamethasone is a synthetic glucocorticoid with
potent diabetogenic effect. Dexamethasone-treated animals
develop Insulin Resistance (IR) and consequently increase
pancreatic B cell mass. Regardless of the etiology, any form of
DM presents loss of insulin-secreting cell mass, so it is important
to investigate pathways that induce the increase of the mass of
this cellular type. Based on the fact that (1) HNF4a. is crucial for
B cell proliferation, (2) dexamethasone-induced RI promotes f3
cell mass increase, and (3) stimulating B cell mass regeneration
may be an important therapeutic target for DM, we investigated
whether dexamethasone-induced proliferation of B pancreatic
cells is dependent on HNF4a. For this, we used WildTy}I)e (WT)
and Knockout (KO) animals for HNF4-alphaa (HNF4q '/ %
ns-Crey treated or not with 10 mg/Kg/day of dexamethasone, for 5
consecutive days. The day after the last injection of
dexamethasone the RI was confirmed by ipITT and the animals
were euthanized for removal of the pancreas. Data were analyzed
by Graph Prisma 6 software. In comparison to WT animals, KO
animals presented higher glucose tolerance, lower fasting glucose
and increased GSIS. We evaluated the gene expression of HNF4a
in treated and untreated animal islets and observed increased
expression in CD animals, suggesting that the glucocorticoid used
increases the pathway of activation of HNF4a gene expression.
We evaluated the gene expression of glucagon and somatostatin
hormones, where observed that treatment with DEXA increased
the expression of the hormones analyzed only in WT animals. We
decided to deepen the investigation and evaluate the gene
expression of transcription factors essential to the pancreatic B-
cell phenotype, and we observed that treatment with DEXA
promoted the increase of PDX1 and NGN3 mRNA only in WT
animals, indicating that this modulation is dependent on HNF4a.



Thus, we conclude that the increase of glucocorticoid-induced f
cell mass is dependent on the action of the HNF4a transcription
factor.

Keywords: HNF4a; Diabetes Mellitus; proliferation; insulin;
dexamethasone.
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1. INTRODUCAO
1.1 Descrigdo do diabetes

O Diabetes Mellitus (DM) é uma doenca metabdlica
multifatorial, caracterizada por hiperglicemia crénica, decorrente
de uma producdo inadequada de insulina pelas células B
pancreaticas ou uma resposta inapropriada dos tecidos periféricos
a este horménio (Chen et al., 2018). Mesmo com todo 0 empenho
dos érgdos publicos de salde, a populagdo com DM cresce
anualmente e, aproximadamente 700 mil pessoas foram
diagnosticadas entre os anos de 2011 e 2015 (Association, 2018).
Essa doenca apresenta elevado grau de mortalidade, em 2012
cerca de 1,5 milhdes de mortes ocorreram por causas diretas
dessa patologia. Representa ainda um grande problema de salde
publica, uma vez que, segundo a Organizacdo Mundial da Salde
(OMS), entre os anos de 2011 e 2030, o custo estimado com a
doenca permeia 1,7 trilhdes de ddlares.

A duas principais formas da doenca sdo conhecidas como
DM do tipo 1 (DM1) e DM do tipo 2 (DMZ2) e, apesar de ambos
serem poligénicos, diferem em sua etiologia (Rojas et al., 2018).
O DM1 decorre de uma reducdo da massa de células B - por
exemplo, por apoptose e/ou dediferenciacdo — que ocorre pelo
contato com células do sistema imune e pela acdo de mediadores
pré-inflamatorios como as citocinas (Rojas et al., 2018). Esse
contato é decorrente de uma falha no reconhecimento de
proteinas especificas das células B pelo sistema imune e pela
infiltracdo das ilhotas por neutréfilos ativados, que liberam
citocinas pro-inflamatérias como Interleucina-1p (IL-1p), Fator
de Necrose Tumoral-a (TNF-a), Interferon-y (IFN-y), e radicais
livres, como o Oxido nitrico (NO). As células p possuem
receptores para estas citocinas, que ativam vias apoptdticas, vias
de supressdo da sintese proteica e vias de expressdo de Fas na
membrana plasmatica, que é um marcador para a ligacdo de
linfécitos T (Rojas et al., 2018). Ap6s semanas ou meses
(parametros humanos) (Pipeleers e Ling, 1992; Kay et al., 2000),
ha perda quase total das células B sem prejuizo aos demais tipos
celulares que compdem a ilhota pancreética (Mandrup-Poulsen,
1996; Eizirik e Mandrup-Poulsen, 2001; Cnop et al., 2005;
Eizirik et al., 2009).
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O DMZ2, por sua vez, caracteriza-se por hiperglicemia e esta
associada a obesidade, resisténcia periférica a insulina (RI),
disfuncdo da célula B pancreatica e alteragdo no clearance de
insulina (Hansen et al., 1993; Mittelman et al., 2000; Kahn, 2003;
Weir e Bonner-Weir, 2004; Kotronen et al., 2008; Poitout et al.,
2010; Rezende et al., 2012). Entretanto, 0 DM2 se instala apenas
quando ocorre a faléncia das células B, refor¢ando o papel central
dessas células na génese desta patologia (Weir e Bonner-Weir,
2004; Kitamura, 2013). Inicialmente as células B compensam a
Rl promovendo um aumento de massa e volume, viabilizando
assim uma maior producdo e secre¢do deste hormdnio (Gupta e
Kaestner, 2004). Com a progressdo do DM2, ja em um periodo
descompensatorio, onde ocorre um ligeiro aumento da glicemia,
existe uma reducdo progressiva da massa e da fungao da célula p.
Com este progresso o desajuste se torna mais intenso levando a
hiperglicemia decorrente de uma severa reducdo da massa e
fungdo das células B (Weir e Bonner-Weir, 2004; Poitout et al.,
2010).

Tanto o0 DM1 como DM2 sdo formas poligénicas do DM,
todavia existem as formas monogénicas de DM, como o Maturity
Onset Diabetes of the Young (MODY) (Firdous et al, 2018),
caracterizado por uma heranca genética de dominancia
autossomica de diagnostico precoce, geralmente antes dos 24
anos de idade (Gupta e Kaestner, 2004). O MODY resulta de uma
mutacdo mendeliana de ao menos 16 diferentes genes (Firdous et
al, 2018), entre eles 0 Hepatocyte Nuclear Factor 40 (HNF4a)
gue é responsavel pelo MODY1 (Gupta e Kaestner, 2004; Gupta
et al., 2007). Nesta doenga, 0 neonato humano pode apresentar
hiperglicemia  hiperinsulinémica no  pos-parto  imediato
(Demirbilek et al, 2017) . De modo geral, 0 mais comum ¢ a
presenga de hiperglicemia ndo assintomatica na crianca,
adolescente ou jovem antes do seu diagndstico definitivo (Fajans,
2001) em conjunto com uma secrecdo de insulina diminuida sem
defeito na sua agdo, quando ndo associada com a obesidade
(ADA, 2018) e, ao longo dos anos, presenca de anormalidades
nas lipoproteinas e nas concentracdes lipidicas (Dhe-Paganon,
2002). Para nortear o diagndstico, um critério que distingue o
MODY1 dos demais DMs é ter historia familiar pregressa de
diabetes, em trés ou mais geracOes, sem a presenca de obesidade
ou autoimunidade das células pancreéticas (Fajans e Bell; 2011).
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Considerada uma doenca bastante rara, no Reino Unido e EUA o
MODY representa em torno de 1 a 2% dos casos de diabetes
rastreados em jovens (Unnikrishnan, 2016), porém devemos
considerar que o exame genético ndo é algo realizado de rotina na
clinica.

1.2 HNF4a, célula p e proliferacéo

O HNF40 é um fator de transcricdo (FT) pertencente a
superfamilia de receptores hormonais nucleares (NR2AL).
Apresenta diferentes dominios em sua estrutura, entre eles um
dominio de transativagdo N-terminal, um dominio de ligacdo ao
DNA do tipo dedos de zinco e uma regido C-terminal crucial para
sua dimerizacdo (lhara et al., 2005). Em adultos esse FT é
altamente expresso no figado e, em menor grau, nos rins,
intestino delgado, célon e células B pancredticas (Gonzalez,
2008).

Podemos encontrar diferentes isoformas do HNF4o, (HNF4a
1-9) que também diferem em termos de distribuicdo tecidual
(Guo and Lu, 2018). A expressdo das diferentes isoformas
depende do promotor ativado em determinados tecidos: a
ativacdo do promotor proximal P1 resulta na expressdo das
isoformas HNF4o. 1 ao 6 e é predominante no figado do adulto e
nos rins, ja& a ativacdo da regido promotora P2 resulta na
expressdo das isoformas HNF4a 7 ao 9 e prevalece no figado
fetal, pancreas e nos canceres hepaticos e de coélon (Gupta e
Kaestner, 2004; lhara et al., 2005; Bailly et al., 2009; Guo e Lu,
2019). Assim, devido a presenca do promotor P2, as isoformas
expressas em células B pancreaticas sdo HNF4a-7, a8 e o9
(Hansen et al., 2002; Huang et al., 2008).

Nessas células, esse FT apresenta um papel central na
regulacdo transcricional, incluindo a expressdo de genes
envolvidos com o metabolismo da glicose (Gupta et al, 2005),
como a aldolase B, GLUT2 e a glicoquinase (GCK) (Johnson,
2007), e na secre¢do de insulina, como a L-piruvato kinase e
Kir6.2 (Gupta et al., 2005) — este ultimo, é uma subunidade do
canal de potéssio sensivel a ATP (Adenosine triphosphate) que
promove a despolarizagdo da membrana plasmatica durante o
processo de secrecdo de insulina (Fajans e Bell, 2011). E descrito
na literatura que animas K para o HNF4o especificamente em
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células B pancreatica (HNF4a'”*"™®:Ins.Cre) sdo intolerantes a
glicose e apresentam hiperinsulinemia no jejum e no estado
alimentado. Além disso, o HNF4a regula mais de mil outros
genes no figado e no pancreas (Gupta e Kaestner, 2004).

O HNF40 também regula o processo de proliferacdo e
crescimento das células P, principalmente no periodo de
desenvolvimento pancreético durante a gestacdo (Sandovici et al.,
2013) e no periodo neonatal QGu ta et al, 2007). Foi
demonstrado que fémeas HNF4a'”""*:Ins.Cre prenhas néo
apresentam aumento na proliferagdo de célula B (esperado
durante este periodo) e, consequentemente sdo intolerantes a
glicose (Gupta et al., 2007). Além disso, foi demonstrado que
esses efeitos se devem a reducdo na via Ras/ERK (Rat sarcome
virus/Extracellular Signal-Regulated Kinase) (Gupta et al.,
2007). Sabe-se também que o HNF4a controla alguns genes
relacionados com apoptose (Odom et al., 2004; Gupta et al.,
2005) e que também esta envolvido na protecdo da morte celular
induzida por estresse de reticulo (Johnson, 2007), através da
ativacdo da via HNF4a-GRP78-Anks4b (Sato et al., 2012).

1.3 Resisténcia a insulina, aumento da massa de célula p
e HNF4a

O pancreas € uma glandula mista composta por uma porgao
exocrina (acinos e ductos) e por uma porc¢éo enddcrina (ilhotas de
Langerhans) (Zaret e Grompe, 2008). A ilhota pancreéatica, que
corresponde & porcdo enddcrina do péancreas, representa
aproximadamente 5% de todo o volume do 6rgédo e € constituida
de cinco diferentes tipos celulares: as células o produtoras de
glucagon, as células B produtoras de insulina — estas de maior
predominéncia - as células & produtoras de somatostatina, as
células ¢ produtoras de grelina e, em um nimero muito pequeno,
as células PP produtoras do polipeptideo pancreatico (Gupta et
al., 2007).

E importante reiterar que a célula B ¢ primordial para a
homeostase glicémica e, sua disfuncdo resulta em DM. Tanto no
desenvolvimento do DM1 como do DM2 existe uma reducio
progressiva da massa funcional de célula secretora de insulina,
assim, regenerar essa massa celular é um alvo terapéutico
importante para 0 DM (Gupta e Kaestner, 2004; Thorel et al.,
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2010). Atualmente, muito se tem discutido sobre este potencial
terapéutico do processo de regeneracdo de células B para o
tratamento do DM (Ferber et al., 2000; Yang et al., 2011; Spijker
et al., 2013). Por exemplo, nos estagios iniciais do DM2 observa-
se uma resposta metabolica compensatéria — aumento da massa
celular — com progressiva faléncia da célula p frente ao estresse
metabdlico.

Como j& mencionado, a RI nos tecidos muscular, adiposo e
hepético & um processo central na fisiopatologia do DM2 (Steil et
al., 2001). Esse estado de RI desencadeia nas ilhotas
pancredticas, em especial nas células B, uma hipersecrecdo
compensatoria de insulina na tentativa de vencer a Rl e de se
reestabelecer a normoglicemia. Essas alteragBes podem ser tanto
na funcdo celular (aumento da produgdo e secrecdo de insulina)
como alteragbes estruturais (ocorréncia de hiperplasia e
hipertrofia de célula B) (Kahn, 2003; Paulsen et al., 2010).
Atualmente se sabe que as células da ilhota pancreatica
apresentam certa plasticidade e se adaptam a determinados
estados fisio(pato)ldgicos, por exemplo na prenhez, obesidade e
Rl e, que essa plasticidade pode estar envolvida tanto no aumento
da massa de células B na resposta compensatéria a RI, como na
faléncia progressiva observada com o passar do tempo (Gupta et
al., 2007; Chera et al., 2014; Cigliola et al., 2016).

A plasticidade pancreatica é o processo onde um tipo celular
diferenciado do péancreas se transforma em outro também
diferenciado e, esse processo é facilitado pelo fato de todas as
células pancreéticas terem uma mesma linhagem precursora
(Zaret e Grompe, 2008; Ziv et al., 2013). Devido a seu potencial
para o tratamento/cura do DM, apareceram, nos Gltimos anos,
varios trabalhos mostrando e discutindo processo de conversao de
células ndo-p em células B pancreaticas (Ferber et al., 2000; Yang
et al., 2011; Spijker et al., 2013). Foi mostrado que existem
varias possibilidades de reprogramar células ja diferenciadas em
células B funcionais. A expressdo ectdpica artificial do PAX4
(Paired Box 4), um importante fator de transcricdo para o
desenvolvimento pancreatico no periodo embrionario, em célula
a (Collombat et al., 2009), bem como do FT PDX1 (Pancreatic
and duodenal homeobox gene 1) em célula o (Yang et al., 2011)
e hepatdcitos (Ferber et al., 2000) converteu essas células em
células secretoras de insulina.
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Do outro lado, parece que as células f também apresentam
potencial de se dediferenciar em nesta doenca. Quando se
bloqueia a via da insulina na célula f ou quando ocorre perda
desse tipo celular (DM) observa-se que as células B se
transdiferenciam em células o (Spijker et al., 2013; Cigliola et
al., 2018).

O HNF4a parece participar dos processos que envolvem a
regeneragdo de célula f. Como mencionado, este FT ¢ crucial
para a expansdo de massa de células B induzida pela gestacdo e
foi demonstrado que a superexpressdo ectdpica do HNF4a, em
linhagens de células o, promove a transdiferenciacdo dessas
células em células g-like (Sangan et al., 2015). Essas células
provenientes de células o expressam genes importantes para o
fenotipo B, como GCK, insulina e GLUT2 e, apresentam a
capacidade de produzir e processar a insulina, apresentando em
seu interior peptideo-C, ou seja, sdo células p verdadeiramente
funcionais.

Assim, elucidar os mecanismos que levam a expansao de
células B induzida por RI é fundamental e diversos modelos
animais sdo utilizados para este proposito, dentre eles animais
alimentados com dieta hiperlipidica (Dalby et al, 2017), animais
geneticamente modificados (Chehab et al, 1997) e animais
expostos a glicocorticoides (Rafacho et al., 2008) ou outras
drogas como aloxano (Takasu et al, 1991) e streptozotocina
(Thorel et al, 2010).

1.4 Dexametasona como modelo de RI

Os glicocorticoides (GC), cortisol em seres humanos e
corticosterona em roedores, sdo horménios esteroides importantes
na resposta a varios eventos estressores como traumas, cirurgias,
infeccoes, inflamac@es e regulam diversos processos fisioldgicos,
dentre eles 0 metabolismo e a proliferacdo celular. Em condi¢des
ndo patologicas, os GC regulam diversos processos
homeostéticos em quase todos os tecidos, como regulacdo do
metabolismo de carboidratos, lipideos, proteinas, funcio
cardiovascular, respostas inflamatérias e desenvolvimento.
Ainda, os GC participam da resposta ao jejum, atuando em
processos que mantém a normoglicemia e na disponibilizacdo de
substrato energético para os tecidos. Para isso, 0s GC induzem
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processos que culminam no aumento da produgdo enddgena de
glicose através da glicogendlise e da neoglicogénese hepética, na
diminuicdo da captacdo de glicose pelo musculo e pelo tecido
adiposo e, estimulam a lipdlise e a protedlise, gerando substrato
energético (Patel et al., 2014).

A Dexametasona (DEXA) é a forma sintética mais
utilizada dos GC e é amplamente prescrita para o tratamento de
doencas inflamatdrias e autoimunes (Yang et al., 2017). Porém, o
uso em altas doses ou de forma crénica induz diversas alteracdes
metabdlicas no figado, no pancreas, tecido adiposo e glandulas
suprarrenais (Liu et al., 2013). A DEXA, como todos os GC,
possui um efeito anti-insulinico, ou seja, antagoniza as a¢des da
insulina nos tecidos periféricos. Assim, devido a este efeito anti-
insulinico o tratamento com DEXA é vastamente utilizado como
um modelo experimental de inducdo de RI (Rafacho et al., 2008).
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2. HIPOTESE E JUSTIFICATIVA

Devido a sua fungdo na manutencdo da homeostase glicémica
e sua relagdo com o desenvolvimento do DM, a ilhota pancreética
é vastamente estudada. A diferenciacdo dos varios tipos celulares
da ilhota é que determinam o destino inicial de célula a e f,
respectivamente (Spijker et al., 2013) controlada por diversos FT,
como ARX (Aristaless-Related Homeobox) e PAX4 Além da
diferenciacdo, o controle da transcri¢cdo génica é fundamental na
manutencdo do fendtipo e da funcéo de células ja adulta (Shih et
al., 2001). Em células B pancreaticas, a importancia dos FT pode
ser verificada quando se observa o desenvolvimento do MODY1
(Gupta et al., 2007), o qual é decorrente de uma mutacéo do fator
de transcricdo HNF4a, responsavel por diversas fungdes na célula
B (Hansen et al., 2002), como metabolismo de glicose e produgéo
e secrecdo de insulina.

Uma vez instaurado, tanto DM1 como DM2 e MODY
apresentam diminuicdo da funcdo e da massa de célula B e,
portanto, estudar mecanismos que promovam a regeneragao
dessas células é fundamental para tracar novos alvos terapéuticos
para o tratamento e uma possivel cura desta patologia. Além do
processo de proliferagdo celular, a plasticidade pancreética
(diferenciagdo e transdiferenciacdo celular) vem sendo apontada
como um processo importante na regeneracdo de célula 3. Sabe-
se que a condicdo de RI impde vérias alteracGes a ilhota, dentre
elas proliferagdo celular e inducdo de mecanismos de
plasticidade. Assim, sabendo que (1) a DEXA induz RI, (2) a RI
promove um aumento de massa de célula B, e (3) que o HNF4a ¢
um fator de transcricdo que regula o aumento da massa de célula
B induzido por situagdes de estresse, hipotetizamos que o HNF4a
participa do processo de aumento proliferagdo ou
trans/diferenciacdo da massa de célula  induzido pelo DEXA.
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3.

OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

Avaliar o papel do HNF4a na plasticidade das células  em
modelo de animais com RI induzida por exposicdo ao
glicocorticoide DEXA.

3.2 Objetivos especificos

a.

b.
C.

Avaliar o metabolismo glicémico (ipGTT, ipITT, GSIS,
Glicemia de Jejum) dos animais HNF4a'”*":|ns.Cre*;
Avaliar a instauracdo da RI induzida pela DEXA,;
Avaliar a expressdo do HNF4q em ilhota de animais wild
type(C) e animais KO (HNF4a'”"®:|ns.Cre*) expostos
ou ndo a DEXA,;

Avaliar se em animais KO a DEXA é capaz de
promover aumento da massa secretora de insulina;
Avaliar se a DEXA ¢é capaz de alterar a expressao dos
genes dos horménios glucagon e somatostatina nos
diferentes grupos tratados e nédo tratados;

Avaliar as alteracbes da expressdo dos fatores de
transcricdo ARX, PAX4, PDX1 e NGN3, em animais C e
animais KO expostos ou ndo a DEXA.
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4, METODOLOGIA
4.1 Animais

O estudo foi aprovado pela CEUA/UFSC - ndmero de
protocolo 4359060516 (Anexo 01). Para a realizacdo deste
trabalho utilizamos animais KOtecido especifico e condicional
para o HNF4a (HNF4a”®"®:Ins.Cre"). Os animais foram
gerados a partir do cruzamento da linhagem portadora da enzima
CRE Recombinase nas células B (linhagem Ins.Cre’) e da
linhagem que possui o gene para o FT HNF4q flanqueado pela
sequéncia LoxP (HNF40 "), Os animais foram mantidos no
biotério setorial do CFS em condi¢cdes padronizadas de
iluminacdo (ciclo claro/escuro de 12 horas) e temperatura de
22+2 °C. Durante todo o periodo experimental tiveram livre
acesso a agua e racdo padrdo. Para o desenvolvimento
experimental, os animais foram divididos em quatro grupos
experimentais:

e Controle Salina (CS): ap6s a genotipagem, 0s animais
gue ndo expressavam 0 gene para a enzima CRE e eram
homozigotos para a sequéncia Lox (animais
(HNF40”®"®:Ins.Cre’) foram incluidos nesse grupo.
Dez dias ap6s a Ultima injecdo de Tamoxifeno (dia 17)
0s animais desse grupo receberam 10 inje¢des de salina
em 5 dias consecutivos (1 injecdo pela manha e 1 injecdo
durante a tarde). Para simular o volume aplicado nos
grupos DEXA, essas injecdes de salina foram de volume
igual ao peso do animais multiplicado por 12,5.

e Knockout Salina (KS): Apds a genotipagem, os animais
que expressavam o gene para a enzima CRE e eram
homozigotos para a sequéncia Lox (animais
(HNF40 " Ins.Cre*) foram incluidos nesse grupo.
Dez dias ap6s a ultima injecdo de Tamoxifeno (dia 17)
0s animais desse grupo receberam 10 inje¢des de salina
em 5 dias consecutivos (1 injecdo pela manhd e 1
injecdo durante a tarde). Para simular o volume aplicado
nos grupos DEXA, essas injecBes de salina foram de
volume igual ao peso do animais multiplicado por 12,5.

e Controle Dexa (CD): Ap6s a genotipagem, os animais
que ndo expressavam o gene para a enzima CRE e eram
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homozigotos para a sequéncia Lox (animais
(HNF4a'”""®:|ns.Cre") foram incluidos nesse grupo.
Dez dias ap6s a ultima injecdo de tamoxifeno (dia 17) os
animais desse grupo receberam 10 injecBes de
Dexametasona’, em 5 dias consecutivos (1 injecéo pela
manhd e 1 injecdo durante a tarde). A dose diaria de
DEXA foi de 100 mg/Kg, dividida em 50 mg/kg pela
manha e 50 mg/kg no periodo da tarde.

e Knockout Dexa (KD): Apds a genotipagem, 0s animais
gue expressavam 0 gene para a enzima CRE e eram
homozigotos para a sequéncia Lox (animais
(HNF40/”®"®:Ins.Cre*) foram incluidos nesse grupo.
Dez dias ap6s a Ultima injecdo de Tamoxifeno (dia 17)
0s animais desse grupo receberam 10 injecfes de
Dexametasona’, em 5 dias consecutivos (1 injegdo pela
manhd e 1 injecdo durante a tarde). A dose diaria de
DEXA foi de 100 mg/Kg, dividida em 50 mg/kg pela
manha e 50 mg/kg no periodo da tarde.

4.2 Genotipagem

A genotipagem dos animais foi realizada a partir do
DNA extraido da cauda dos animais. Um fragmento da cauda
foi incubado a 55 °C, overnight, com Proteinase K (Roche,
USA). Para a determinagdo da enzima CRE recombinase foi
realizado um RT-PCR para o gene CRE, conforme instrugéo
do produtor dos animais (Jackson Laboratory, USA). Da
mesma forma, para determinar se 0s animais eram
homozigotos para a sequéncia LOX, foi realizado um PCR
conforme instrugbes do produtor do animal (Jackson
Laboratory, USA). Como descrito no item 4.1, o animais
considerado experimental é aquele que, ap6s a genotipagem,
foi positivo para 0 gene CRE e homozigoto para a sequéncia
LOX.

! Foi utilizado o farmaco Decadron®.

27



4.3 Desenho experimental
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Figura 1. Desenho Experimental. Descri¢do da linha temporal e
dos eventos durante o periodo experimental.

4.4 Teste intraperitoneal de tolerancia a glicose (ipGTT)

Os animais foram mantidos em jejum por 10 h. Apds a
verificacdo da glicemia de jejum com aparelho Accu-Check
Advantage 1l, uma solu¢do de glicose 50% (1 g/Kg de massa
corporea) foi administrada pela via intraperitoneal. A glicemia
dos animais foi verificada nos tempos 0, 15, 30, 60, 45, 60 e 120
min apds a administracdo de glicose.

4.5 Teste intraperitoneal de tolerancia a insulina (ipITT)

Apos a verificacdo da glicemia no estado alimentado (1,5
horas de privagdo de alimento), insulina (1 U/kg de massa
corpérea) diluida em solucdo salina (0,9% de NaCl) foi
administrada intraperitonealmente nos animais. A glicemia foi
verificada nos tempos 0, 10, 15, 20, 25, 30 e 60 min apos a
administracdo de insulina. A taxa de constante de decaimento da
glicose (KITT) foi calculada a partir das concentragBes de glicose
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plasmatica durante a fase de decaimento linear, utilizando a
férmula 0.693/t1/2.

4.6 Imunohistoquimica

Ap6s a morte dos animais uma incisdo abdominal foi
realizada para a retirada do pancreas, que por sua vez foi fixado
em solucdo de 4% de Parafolmoldeido, por 24 horas. Apos esse
periodo, o pancreas foi embebido em parafina e, secgdes seriadas
foram realizadas com a ajuda de micrétomo. Depois da
desparafinizacdo, as sec¢fes foram bloqueadas com solucdo de
PBS (Phosphate Buffered Saline) (0.05% Tween 20; 5% de leite
em po6 desnatado) e incubadas com anticorpo primario contra
proteinas-alvo (Insulina, Glucagon, Ki67) por 2h em temperatura
ambiente ou overnigth a 4° C. Ap6s lavagem em PBS, foi
utilizado anticorpo secundario especifico e as imagens foram
reveladas com DAB (diaminobenzidina). As se¢Ges foram entdo
marcadas com hematoxilina e montadas para observacdo em
microscopio.

4.7 lIsolamento das ilhotas pancreéaticas

Apo0s a eutanasia, incisdo abdominal e retirada do pancreas,
foi realizada a extragdo das ilhotas pancreaticas apés digestdo do
pancreas pelo método da Colagenase (1,7 mg/mL de Colagenase
do tipo V, por 17 mim a 37°C).

4.8 Real Time-PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase)

Para analisar a expressdo génica de HNF4a, INS1/2,
Glucagon, Somatostatina, PDX1, PAX4, ARX, HHEX e NGN3,
as amostras de ilhotas isoladas foram homogeneizadas em 1 mi
de TRIzol® (InVitrogen, Séo Paulo, Brasil) por 1min. O mRNA
foi extraido e quantificado por espectrofotometria (GeneQuant,
Pharmacia Biotech, Cambridge, UK). O cDNA ( DNA
complementar) foi preparado utilizando se 1 pug de RNA total
com os reagentes do kit High Capacity cDNA Transcription
(Applied Biosystems, Foster City, CA). O gene GAPDH
(Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) foi usado como
controle enddgeno. As condi¢Bes de termociclagem utilizadas
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foram de 95°C por 10min, seguido de 40 ciclos a 95°C por 10s e
60°C por 30s. As curvas de amplificacdo foram analisadas
utilizando-se o Sequence Detector System 1.7 (Applied
Biosystems).

4.9 Analise Estatistica

Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo da
média (SEM). As comparacdes entre 0s animais WT e KO foram
realizadas pelo teste T (t student test). Ja as comparagdes feitas
entre 0s grupos CS, CD, KS E KD foram realizadas por ANOVA
de duas vias, seguido do pds-teste de Turkey. Foi considerado
estatisticamente diferente quando p>0.05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O pancreas é¢ uma glandula que possui tanto um
compartimento endécrino como um compartimento exécrino. A
porcdo exocrina compreende 95% do volume total do 6rgdo e
consiste em unidades denominadas &cinos e uma rede de ductos
gue drenam a secrecdo acinar para o sistema digestdrio (Benitez
et al., 2012). Enquanto os acinos tém como funcdo principal
produzir e secretar enzimas digestivas, as células ductais
produzem bicarbonato de sédio e participam do controle do pH
no sistema digestorio (Lee et al., 2013). Ja a porcdo enddcrina
consiste em uma estrutura, incrustada no tecido exdcrino,
organizada em uma espécie de micro-6rgdo, denominado llhota
de Langerhans. Aos menos cinco diferentes tipos celulares sdo
encontrados nas ilhotas, a saber: células o produtoras de
glucagon, células B produtoras de insulina, células & produtoras
de somatostatina, células PP produtoras de polipeptidio
pancreatico e células ¢ produtoras de grelina (Oliver-Krasinski e
Stoffers, 2008). Os diferentes tipos celulares da porcdo enddcrina
sdo os principais reguladores do metabolismo intermediario, em
especial do metabolismo dos carboidratos.

O DM ¢ uma desordem metabdlica caracterizada por perda
da funcdo e/ou da massa de célula B pancreatica. O DM ¢é
instaurado quando a producéo de insulina ndo € capaz de suprir a
necessidade fisiolégica dos tecidos periféricos, como figado,
tecido adiposo e musculo esquelético (Oliver-Krasinski e
Stoffers, 2008). Entdo, independente da classifica¢do etioldgica
gue se observa DM1, DM2 ou MODY a fisiopatologia do DM
reside na reducdo do nimero e/ou na eficiéncia da célula B, sendo
assim, qualquer forma de DM sera beneficiada com o tratamento
que promova a regeneragdo de células B. Justificando assim o
intenso esforco da comunidade cientifica em desenvolver novas
fontes de células produtoras de insulina para terapias de
reposigéo/regeneracao celular (Afelik e Rovira, 2017).

A habilidade de regeneragdo dos animais depende,
principalmente, da atividade de células tronco pluripotentes
residentes no tecido danificado em se multiplicar e em se
diferenciar, somado a capacidade das células pré-existentes em se
proliferar. Nos mamiferos, em contraste com tecidos altamente
regeneraveis, por exemplo, o intestino, epiderme e sistema
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hematopoiético, o pancreas endocrino apresenta, em condicdes
fisiol6gicas, uma taxa muito pequena de substituicdo celular
(Afelik e Rovira, 2017).

Apesar disso, 0 pancreas tem a capacidade de se adaptar a
desafios metabdlicos, por exemplo, na gravidez e obesidade,
aumentando a massa de célula B por replicacdo, hipertrofia e/ou
neogénese (Bonner-Weir, 2000). Neste contexto, emerge um
processo denominado Plasticidade Pancreética, definido como a
habilidade de um tipo celular ja diferenciado do péancreas se
transformar em outro tipo celular diferenciado. Assim, a
conversdo de células ndo-p em células B pancreaticas também
tem sido alvo de varios trabalhos na busca de novas fontes de
célula secretora de insulina para o tratamento do DM (Spijker et
al., 2013). Apesar do grande progresso que se tém observado nos
Gltimos anos, muitas vias intracelulares que controlam a
regeneracdo de células secretoras de insulina e o processo de
plasticidade pancreéatica ainda permanecem desconhecidas. Neste
cenario, objetivamos neste trabalho desvendar o papel do FT
HNF4a no processo de aumento de célula B induzida por uma
resisténcia periférica a insulina.

Como j& mencionado, 0 HNF4a ¢ um FT importante para
células P e, sabe-se que participa de processos de aumento de
massa secretora de insulina. Podemos observar a importancia do
HNF4a no fato que a mutacdo no gene que produz esse FT leva
ao desenvolvimento do MODY1. Gupta et. al. mostrou que ao
contrario de animais WT, fémeas que ndo expressam o HNF4a
em células  ndo apresentam uma expansdo de massa de célula
induzida pela gestacdo. Neste artigo, 0s autores mostraram que o
processo fisiologico de aumento de massa de célula B, observado
nas gestas ¢ dependente da atividade do FT HNF4a. Ainda, fica
claro que em condic¢fes de ndo-prenhez os animais KO para o
HNF40 ndo apresentam prejuizo em comparagdo com 0s animais
WT(Gupta et al., 2007). Com isso, podemos concluir que esse FT
é crucial para processos que envolvam aumento da massa de
células secretoras de insulina, em cenérios onde se observa
aumento da demanda por este horménio.

O HNF40 também participa de processos de plasticidade
pancreética. Como j& mencionado anteriormente, foi mostrado
que células o se tornam células like-8 apGs a superexpressao
artificial desse FT (Sangan et al., 2015). Isso nos mostra que 0
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HNF40 ¢é importante tanto para o desenvolvimento de um
fenotipo de célula B, quanto a sua auséncia € crucial para a célula
o se manter em um estado de célula a. Com esses dados,
podemos afirmar que o HNF4a ¢ um FT que participa de eventos
de proliferagdo de célula B e do processo de plasticidade
pancredtica e, sendo assim, estudar o seu papel em modelos
experimentais que promovam 0 aumento da massa secretora de
insulina é fundamental para o entendimento do processo de
regeneracdo de células f.

Como detalhado na Introducédo, o estado de RI desencadeia
nas ilhotas pancredticas, em especial nas células f, tanto as
alteragdes na funcéo celular aumento da produgdo/secrecdo de
insulina como alteragdes estruturais hiperplasia/hipertrofia de
célula B (Kahn, 2003; Paulsen et al., 2010), sendo assim, modelos
de animais com RI sdo excelentes modelos experimentais para se
estudar vias que estimulam a expansdo das células  (Rafacho et
al., 2008).

Assim, visando atingir nosso objetivo de elucidar o papel do
HNF4a na plasticidade das células B em modelos de animais RI
induzida por exposicdo a glicocorticoides, decidimos utilizar
neste trabalho animais KO para o0 HNF4a - tratados ou ndo com
DEXA.

Antes de tratar os animais com DEXA nos validamos o
modelo de delegdo do gene HNF4a exclusivamente em células f.
Para isso, analisamos a expressio do mRNA do HNF4o nas
ilhotas dos camundongos KO e WT e, como esperado, ilhotas de
animais KO apresentaram uma reducdo de 58% da expressdo
génica do HNF4a em comparacdo com as ilhotas dos animais
WT (Fig.2). Uma vez que os animais eram knockouts, o esperado
seria que se observasse uma reducdo préxima a 100%, entretanto,
vale ressaltar que os animais sdo knockout especificamente em
células B e a andlise da expressdo génica foi feita com ilhotas
inteiras, e outros tipos celulares da ilhota também expressam o
HNF4ao (Miura A, et al.). Com isso, nosso modelo de animais KO
para o gene do HNF4a, especificamente em células f foi validado
de fato.
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Figura 2. Andlise da expressdo génica do HNF4a. Anélise da expresséo
génica do HNF4o em ilhotas de animais WT e KO apds 10 dias da Ultima
injecdo de Tamoxifeno. A expressdo génica foi realizada por RT-PCR Real
Time e, o valor da expressdo do HNF4a foi normalizado pela expressédo do
GAPDH. Dados apresentados como média + SEM, em relacdo ao WT.
**p>0.01 vs WT.

Ap6s a validacdo genética, analisamos as caracteristicas
metabolicas do modelo em questdo. Inicialmente, avaliamos a
glicemia de jejum e a resposta destes animais a uma carga de
glicose no ipGTT. Em comparagdo com os animais WT, animais
KO apresentaram menor glicemia de jejum (Fig. 3A) e uma
maior eficiéncia em lidar com uma sobrecarga de glicose,
mostrando-se mais tolerantes a glicose ao longo do tempo (Fig.
3B e 3C). De fato alguns estudos anteriores (Gupta et al., 2005;
Gupta et al., 2007) mostram que animais que ndo expressam o
HNF4a em células B sdo intolerantes a glicose, entretanto, é
preciso destacar que existe uma diferenca metodoldgica entre
esses estudos e o nosso. Diferente dos trabalhos citados
anteriormente, nos avaliamos a tolerancia a glicose dez dias apds
a Ultima dose de Tamoxifeno, periodo onde a delecdo do HNF4a
ainda ¢ precoce e, as células B ainda ndo estdo completamente
disfuncionais, inclusive apresentam capacidade secretdria elevada
em resposta a concentragOes estimulatorias de glicose (Miura et
al., 2006).
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Figura 3. Metabolismo glicémico dos animais knockout. Analise da
glicemia de jejum (A) e do ipGTT (B e C) dos animais WT e KO apo6s 10
dias da ultima injecdo de tamoxifeno. A. Apds 8-10 horas de jejum a
glicemia foi avaliada com uso do Glicosimetro Accu-Check®. B. ipGTT
dos animais WT e KO. A glicemia foi aferida nos tempos 0 e, 10, 15, 20,
25, 30 e 60 minutos da injecdo de 1g/Kg de glicose. C. Area Abaixo da
Curva (AUC) do ipGTT mostrado em B. Dados apresentados como média
+ SEM. Em B dados em relacéo ao WT. *p>0.05 vs WT.

Mesmo sabendo que, 0 ipGTT é um método que nos
fornece uma visdo fisioldgica geral do metabolismo da glicose,
sem determinar a causa dos mecanismos e de possiveis alteractes
encontradas (Bowe et al., 2014) a maior tolerancia a glicose
observada, somada a glicemia de jejum reduzida, nos permite
inferir que os animais KO poderiam estar hiperinsulinémicos e
que as células B dos animais estariam liberando maior quantidade
de insulina frente ao estimulo da glicose.

Entdo, em virtude das alteragdes encontradas, resolvemos
avaliar a funcdo da célula B, aferindo a insulinemia durante o
ipGTT e a secrecdo de insulina estimulada por glicose em ilhotas
isoladas de WT e KO, além da sensibilidade periférica & insulina.
Corroborando com os resultados mostrados até o momento (Fig.
3) e, em acordo com dados da literatura (Gupta et al., 2007),
nossos dados mostram que os animais KO, quando comparados
com animais WT, apresentaram hiperinsulinemia durante o
ipGTT, em todos os tempos analisados (Fig. 4A).
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A hiperinsulinemia observada pode ser explicada pelo
fato de que a auséncia do gene para 0 HNF4a, nas células B
pancredticas dos animais KO, promove alteracdo na expressao de
genes que controlam o processo secretorio, pois 0 HNF4a é o
principal regulador da expressdo da subunidade Kir 6.2 dos
Canais de K" Dependentes de ATP (K*atp). Durante o processo
secretdrio, esses canais sdo inativados pelas altas concentragdes
de ATP oriundas da oxidacdo da glicose e, uma vez fechados,
despolarizam a membrana plasmatica promovendo o influxo de
fons Ca*" e, consequente exocitose dos granulos de insulina
(Velasco et al., 2016; Lu e Li, 2018). Gupta e colaboradores
mostraram que com a dele¢do do gene para 0 HNF4a, os Canais
K'arp sd0, potencialmente, inativados mais facilmente,
ocasionando a liberagdo do hormdnio de forma exacerbada em
relacdo ao estimulo da glicose (Gupta et al., 2005).

Além disso, diversos estudos mostram que uma mutacao
no gene do HNF4a altera os niveis de mRNA de genes
relacionados com o metabolismo da glicose e com a GSIS
(Glucose Stimulation Insulin Secretion), entre eles o0 gene para o
GLUT2, aldolase, L-piruvato quinase (Wang et al., 2000). Além
da atividade per se do HNF4-a em regular o metabolismo da
glicose nas células f em adultos, observa-se também um loop
regulatorio entre HNF40 ¢ HNFla (Gupta e Kaestner, 2004),
onde ambos os FT se autorregulam, controlando genes
importantes para a GSIS (Hansen et al., 2002; Johnson, 2007).

Com isso nossa atengdo se voltou para o processo de
GSIS e, quando examinada, notamos que as ilhotas provenientes
de animais KO apresentaram maior secre¢cdo de insulina em
condicdes estimulatorias de glicose (Fig. 4B), sem apresentar
diferenca no conteldo total de insulina (Fig. 4C). Entdo, como a
alteracdo na GISIS ndo se deu por diferenca no contetdo total de
insulina nas ilhotas, sugere-se que tenha ocorrido uma alteragédo
na maquinaria secretoria e ndo na quantidade de insulina presente
no interior destas células ou no ndmero de célula . Mesmo que
isto va de encontro com os achados de Gupta e colegas, em que
ilhotas isoladas de camundongos mutantes para o HNF4a
apresentaram uma diminuicdo na primeira fase da secrecdo de
insulina em resposta as diferentes concentragdes de glicose
(Gupta et al., 2005), estes achados ainda sdo validos quando o
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contexto experimental adotado por nés é observado como um
todo.

De acordo com nossas expectativas, observamos que 0s
animais KO ndo apresentaram diferenca na sensibilidade a
insulina, em comparacdo com o0s animais WT (Fig. 4D),
evidenciando que a delecdo do gene para 0 HNF4a é especifica
nas células B do péncreas, ndo sendo capaz entdo, de alterar a
resposta do hormonio insulina pelos tecidos periféricos. Portanto,
nosso modelo experimental apresenta reducdo da expressdo de
HNF4a, maior tolerdncia a glicose, menor glicemia de jejum,
hiperinsulinemia durante o ipGTT, maior GSIS e auséncia de RI.
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Figura 4. Insulinemia, GSIS e ipITT dos animais knockout. Andlise da
insulinemia durante 0 ipGTT (A), da GSIS (B), do contetdo total de insulina
(C) e do ipITT dos animais WT e KO ap6s 10 dias da dltima injecao de
tamoxifeno. A. A concentracdo de insulina no plasma foi medida durante o
experimento de ipGTT nos tempos 15 e 60 minutos. B. Apds isolamento, as
ilhotas foram incubadas por 1 hora com concentragdes basais (5.6 mM) ou
estimulatdrias (16.7) de glicose. A insulina secretada foi dosada por RIA e 0
valor encontrado foi normalizado pelo nimero de ilhotas no pogo. C. Apds a
analise da GSIS, em B, o contetdo total de insulina foi medido por RIA e 0
valor encontrado também foi normalizado pelo nimero de ilhotas no pogo.
D. Apds privagdo alimentar de 1 hora e 30 minutos, a glicemia foi aferida
nos tempos 0, 10, 15 e 20 minutos da injecdo de 1 U/Kg de insulina
Humolin®. A glicemia foi avaliada com uso do Glicosimetro Accu-Check®.
Dados apresentados como média + SEM. Em C dados em relagdo da
glicemia de jejum. *p>0.05 vs WT.

37



Uma ressalva em relagdo ao modelo experimental deve
ser explicitada, por mais que 0 nosso modelo ndo expresse o gene
do HNF4o em células B, como no MODY]1, este experimental
que apresentamos ndo configura um modelo da doenga MODY1.
Ao contrario disso, o objetivo proposto foi desenvolver um
modelo KO para HNF40 em células B, mas que ndo apresentasse
um fendtipo de intolerancia a glicose, hiperglicemia e diminuicao
do GSIS como encontrado no MODY1. Logo, propusemos um
modelo onde o tratamento com DEXA se iniciaria em um
momento em que o animal fosse KO e ndo apresentasse ainda as
caracteristicas do MODY1.

Dando continuidade aos experimentos, ap6s validar o
modelo KO e caracteriza-lo metabolicamente, seguimos com a
andlise do processo de expansdo de massa de célula B utilizando a
DEXA para induzir a Rl nos animais. O fato de a DEXA ser
capaz de causar a Rl é algo bem documentado pela literatura
(Rafacho et al., 2008; Protzek et al., 2014) e para comprovar que
a RI foi instaurada, analisamos o0 ipITT e a taxa de decaimento da
glicemia frente a insulina (KITT).

Estes experimentos nos permitem analisar, independe da
condi¢do funcional do péancreas, como os tecidos periféricos,
principalmente, musculo esquelético e tecido adiposo estdo
respondendo a insulina (Bowe et al., 2014). Como esperado, 0
tratamento com DEXA induziu RI tanto nos animais WT como
nos animais KO (Fig.5 A e B). Avaliamos também a capacidade
desses animais, apds o tratamento com DEXA, em lidar com uma
sobrecarga de glicose e, observamos que o tratamento com
DEXA néo foi capaz de alterar a tolerancia a glicose, tantos nos
animais WT quanto nos animais KO (Fig.5 C).
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Figura 5. ipITT, KITT e ipGTT oos
dos animais knockout tratados ou =0
ndo com Dexametasona. Analise T
do ipITT (A), do KITT (B), e do

ipGTT (C) dos animais WT e KO
apés a Ultima injecdo de
dexametasona ou salina. A. Apds
privacdo alimentar de 1 hora e 30 5 15 30 45 60 120
minutos, a glicemia foi aferida nos Time (minutes)

tempos 0, 10, 15, 20, 25, 30 e 60 minutos da injecdo de 1 U/Kg de insulina
Humolin®. B. Constante de decaimento (kITT) da glicemia. kITT (%/min) =
0.693/t(1/2), onde t(1/2) foi calculado pelo decaimento da glicemia apds 0-
25 minutos da injecdo intraperitoneal de 1 U/Kg de insulina. C. ipGTT dos
animais CS, CD, KS e KD. A glicemia foi aferida nos tempos 0, 10, 15, 30,
45, 60 e 120 minutos apds a injecdo de 1g/kg de glicose. Dados
apresentados como média + SEM. Em A, dados em relagdo da glicemia de
ieium, *p>0.05 vs WT. e **p>0.01 vs WT,

Considerando que a RI é uma potente indutora da
expansdo de célula p (Kahn, 2003; Paulsen et al., 2010) e, apds
detectar que 0 nosso tratamento com DEXA realmente promoveu
0 aparecimento da RI, comparamos a possivel expansdo de massa
destas células entre os animais CD e KD e, também analisamos
alteragdes na quantidade de células o ¢ do antigeno Ki67, uma
proteina nuclear que indica proliferacdo celular (Gupta et al.,
2007; Jurikova et al., 2016).

Salientamos que o projeto inicial era transpor em valores
numéricos as observacOes feitas acerca da morfometria do
pancreas enddcrino, entretanto, por problemas metodol6gicos
apenas ilustramos aqui as alteragcBes observadas visualmente
durante a coleta das imagens de IHQ. Como podemos ver na
Figura 6 (A-D), o tratamento com DEXA promoveu um aumento
na imunoreatividade para a insulina e uma visivel hipertrofia das
ilhotas apenas nos animais CD. Aparentemente, inje¢cdes de
DEXA, mesmo causando RI, ndo foi capaz de promover um
aumento na massa de célula B quando o HNF4a ndo estava
presente. Esse fato vai ao encontro de nossa hipotese e indica que
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0 HNF4a € essencial para a expansdo de célula p induzida por RI.
Da mesma forma, o DEXA promoveu aumento da marcacao para
0 glucagon somente nos animais WT (Fig.6 E-H).

KD

INSULIN

GLUCAGON

Ki67

Figura 6. IHQ dos animais knockout tratados ou ndo com
Dexametasona. Analise da imunomarcagao para Insulina (A-D) Glucagon
(E-H) e Ki67 (I-L) dos animais WT e KO apds a Ultima injecdo de
dexametasona ou salina. Apds a realizagdo da técnica de IHQ, as imagens
foram capturadas no com ajuda do equipamento digitalizador de laminas
Axio Scan Z1. Imagens com 20 vezes de aumento.

Esses achados indicam que o tratamento com DEXA
promove expansdo da massa de insulina e que, provavelmente,
esta expansdo ocorre devido ao aumento na proliferacdo de
células B ja existentes e, indica também que pode ocorrer a
plasticidade pancreatica (Courty et al., 2019). Ainda, podemos
inferir que esse processo de expansdo, seja por proliferacdo
aumentada ou plasticidade, parece depender da presenca do
HNF4a. Quando olhamos para a marcagéo de Ki67, notamos que
g DEXA promoveu uma maior marcacdo para esta proteina
somente no CD (Fig.6 I-L). Interessantemente, este aumento foi
visivel somente nos animais WT, ndo sendo observado nos
animais KO tratados com DEXA. Devido a técnica utilizada, ndo
podemos inferir qual célula da ilhota esta se proliferando em
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resposta a0 DEXA, mas podemos sugerir que independente do
tipo celular onde a proliferacdo é observada, existe uma
dependéncia do HNF4a para este processo proliferativo.

Apos essas observacGes, decidimos voltar nossa atencao
para a expressdo de genes relacionados com a plasticidade
pancredtica. Primeiramente avaliamos a expressdo génica do
HNF4-0 em ilhotas de animais WT e KO, tratados ou ndo com
DEXA e observamos uma tendéncia no aumento da expressao
nos animais CD (Fig. 7A) sugerindo que o DEXA aumenta vias
que culminam no aumento da expressdo do HNF4o. Esse fato
corrobora nossa hipétese de que o HNF4a é necessario para a
acdo da DEXA no quesito expansdo de massa de célula B, embora
existam dados contrarios na literatura que mostram que a
fosforilagdo e, consequente inativagdo do HNF4a, pela via da
ERKZ1/2 podem induzir a proliferacdo e a sobrevivéncia celular
(Vet6 et al., 2017). Vale ressaltar que nem atividade do HNF4a
nem o seu estado fosforilado foram avaliados, mas apenas a sua
expressao génica.

Ademais, alguns estudos trazem que o gene do HNF4a
pode ser ativado através dos receptores de GC no figado (Bailly
et al., 2009) e, linhagem celular de hepatdcito expostas a DEXA
apresentaram reducdo no mRNA para 0 HNF4o (Oyadomari et
al., 2000). O efeito da DEXA sobre a expressdo/atividade do
HNF40 em células B pancredtica ainda ¢ desconhecido e nossos
dados sugerem que, assim como observado em hepatocitos, a
DEXA parece aumentar o mRNA para o HNF4a.

Apos a analise da expressdo do mRNA do HNF4a, nds
investigamos a expressdao génica dos hormonios glucagon e
somatostatina, produzidos pelas células a e & pancredaticas,
respectivamente. Nossos dados mostraram que o tratamento com
DEXA teve uma tendéncia de aumentar (para GCG: p>0.07; para
STT: p>0.094), em comparagdo com o grupo CS, a expressao dos
dois hormonios estudados apenas em animais CD, porém,
nenhuma alteracdo foi observada nos animais deficientes para o
HNF40 (Fig. 7B). Esses experimentos indicam que, como
observado na andlise das imagens de IHQ (Fig. 6), o tratamento
com DEXA parece induzir uma plasticidade na ilhota
pancreatica, sugerindo que a expansdo de massa de célula B
induzida pela Rl pode se dar ndo somente pela proliferacdo de
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células B ja existentes, mas também pela conversdo de células
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A expressdo génica foi realizada por RT-PCR Real Time e, o valor da
expressdao do HNF4o foi normalizado pela expressdéo do GAPDH. Dados
apresentados como média + SEM, em relagdo ao CS. *p>0.05 vs CS. @
p>0.05 vs KD.

Uma possivel acdo do GC sobre a neogénese de célula B
foi recentemente publicada. Neste trabalho os autores mostram
gue a exposi¢do crbnica a corticosterona induz neogénese de
células B e, inclusive, pode reverter parcialmente o DM induzido
por estreptozotocina (Courty et al., 2019). Nossos resultados
apontam que esse processo de plasticidade pancreatica induzido
por GC é, ao menos em parte, dependente da acdo do HNF4a e
estdo em consonancia com a literatura. Como ja relatado, sabe-se
que células a in vitro se transformam em células S-like apds a
superexpressao artificial do HNF4o (Sangan et al., 2015).

Posteriormente a observacdo de alteracdo na expressdo
génica de horménios pancreaticos, investigamos a expressao
génica de FT chave no processo de plasticidade pancreéatica.
Analisamos entdo a expressdo de: PDX1 (Pancreatic Duodenal
Homeobox 1), PAX4 (Paired Box 4), ARX (Aristaless-Related
Homeobox), NGN3 (Neurogenina 3) e HHEX (Hematopoietically
Expressed Homeobox). Encontramos que o tratamento com
DEXA promoveu aumento no mRNA dos genes PDX1 e NGN3
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apenas nos animais wildtype, sugerindo que o HNF4a participa
deste processo (Fig. 7C).

O PDX, também conhecido como IPF1 (Insulin
Promoter Fator 1) desempenha um papel fundamental no periodo
inicial da embriogénese — nas chamadas células multipotentes
progenitoras pancredticas - tanto para o desenvolvimento do
pancreas exdcrino como para as células endécrinas, incluindo as
células B (Oliver-Krasinski e Stoffers, 2008; Bramswig et al.,
2013; Zhu et al., 2017). Nas células B, o PDX1 ¢ fundamental
para a expressdo do gene da insulina, ligando-se a elementos
regulatérios e modulando a transcricdo do gene da insulina. Em
modelos de animais adultos, a deplecéo ou redugdo do PDX1, nas
células B, induz intolerancia a glicose, fato que mostra o papel
deste FT na homeostase da glicose (Zhu et al., 2017). No cenaério
da plasticidade pancredtica, sabe-se que a delecdo do PDX1,
especificamente em células B, promove redugdo da massa deste
tipo celular e aumento do ndmero de células «; ja a sua
deficiéncia em células a leva ao desenvolvimento de células
(Bramswig e Kaestner, 2011). Com isso, podemos afirmar que
existe uma correlacdo positiva entre a expressdo de PDX1 e a
guantidade de células produtoras de insulina. Quando
confrontamos esses dados com nossos achados, podemos inferir
que o tratamento com DEXA realmente promoveu um aumento
nos niveis de mRNA para o PDX1 e que isso, provavelmente,
esta interligado com a expansdo de massa de célula B observado
na Fig.6. Ainda, podemos inferir que esse processo é dependente
de HNF4a, pois ndo se observou nem expansdo de célula B, nem
aumento do mRNA para 0 PDX1 nos animais KD.

Ja o FT NGN3 é fundamental para o desenvolvimento da
linhagem de células enddcrinas do pancreas de humanos e
camundongos, por isso, altos niveis de sua expressdo sdo Vistos
apenas no desenvolvimento embrionario, ndo sendo expresso em
células o e B ja diferenciadas. A NGN3 também controla a
diferenciacdo e a regeneracdo das células da ilhota pancreética,
participando do processo de plasticidade (Vieira et al, 2018). O
fato do tratamento com DEXA promover o aumento da expressao
do mRNA para a NGN3 indica que este GC pode induzir o
aparecimento de células pré-endécrinas na ilhota, que por sua vez
podem se diferenciar em qualquer um dos tipos celulares da
porcdo enddcrina. A expressdo forcada da NGN3 em embrido de
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camundongos promove a diferenciacdo de células enddcrinas
pancredticas, especialmente células o e diminui¢do de células
exocrinas (Zhu et al., 2017). Isso pode explicar a observacao feita
na Fig.6 e na Fig. 7B, onde o tratamento com DEXA parece
aumentar a expressdo de glucagon. Mais uma vez, esse processo
indica uma plasticidade induzida pela DEXA e dependente do FT
HNF4ao.

Por outro lado, ndo observamos diferenca estatistica na
andlise da expressdo dos FT PAX4, ARX e HHEX, apenas uma
tendéncia da acdo da DEXA com a participagdio do HNF4a.
Nossos experimentos de RT-PCR Real Time refletem trés
experimentos independentes e, portanto, mais experimentos
devem ser realizados acerca destes FT para poder inferir qualquer
consequéncia de suas alteragbes. Esses FT também estdo
relacionados com o desenvolvimento do pancreas e com
processos de plasticidade pancreatica.

O FT PAX4 esta presente em células p maduras e é
fundamental para o fen6tipo deste tipo celular (Collombat et al.,
2009). Ja o FT ARX, presente em células a, é crucial para as
células a manterem seu fenétipo (Spijker et al., 2013). Ainda, a
modulagdo artificial destes FT promove conversao entre 0s tipos
celulares da ilhota, a saber: (a) a superexpressdao do FT ARX em
célula B promove alteracBes para células o e, (b) superexpessao
de PAX4 em célula a leva ao aumento do niimero de células P
(Bramswig e Kaestner, 2011).

Ja o HHEX é um fator de transcricdo que regula o
desenvolvimento de diversos 6rgdos incluindo o pancreas, sendo
importante para a diferenciagdo das células & (Zhang et al., 2014).
Em nossos experimentos ndo houve diferenca significante entre
0s grupos (Fig. 7C), apenas uma tendéncia no aumento do HHEX
induzida pelo DEXA, de maneira dependente ao HNF4a.
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6. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Diante do exposto, concluimos que O HNF4o é uma pega-chave
importante no processo de expansdo de célula produtora de
insulina, em modelo de RI induzida por glicocorticoide €, que
esta expansdo dependente de HNF4o parece envolver tanto
proliferacdo de células B ja existentes, como processos de
plasticidade pancreética. Isso indica que, por promover
regeneracdo de célula p pancreatica, 0 HNF4o é um importante
alvo terapéutico para o tratamento/cura de qualquer forma de
DM.
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ANEXO 01

Universidade Federal Comisséo de Etica no
de Santa Catarina Uso de Animais =i

L A

UFSC

CERTIFICADO

Certificamos que a propesta intitulada “O Papel do HNF4alfa na plasticidade de ilhotas pancredticas®, protocolada sob o CEUA n2
4359060516, sob a responsabilidade de Gustavo jorge dos Santos - que envolve a produgdo, manutengdo e/ou utilizagdo de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata {exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de
acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e fol aprovada pela Comissdo de Etica
ne Use de Animais da Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA/UFSC) na reunido de 03/06/2016.

We certify that the proposal “The HNF4alfa role in pancreatic islet plasticity”, utilizing 8 Heterogenics mice (males and females), 8
Knockout mice (males and females), protocol number CEUA 4358060516, under the responsibility of Gustavo Jorge dos Santos -
which involves the production, maintenance andfor use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata
{except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree
6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and
was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Santa Catarina (CEUA/UFSC) in the meeting of
06/03/2016.

Finalidade da Proposta: Pesquisa
Vigéncia da Proposta: de 04/2016 a 04/2019 Area: Ciéncias Fisioldgicas

Origem: Biotério Externo

Espécie ‘Camundongos heterogénicos sexp: Machos e Fémeas idade: 45 a 60 dias N 8
Linhagem: CS7BL/6 Peso: 18a35kg

Origem: Biotério Externo

Espécie Camundongos Knockout sexo: Machos e Fémeas idade: 45 a 60 dias N 8
Linhagem: HNF4alfaloxPfloxP;Ins.Cre Peso: 1Ba35kg

Resumo: O Diabetes Mellitus (DM) ¢ uma sindrome metabélica de etiologia miltipla, caracterizado por hiperglicemia crinica. £
resultante da deplegdo total (Tipo 1) ou parcial (Tipo 2) das células beta, asseciado, ou ndo, a resisténcia a insulina (RI). Contudo,
durante a instacdo do DM2, a Rl induz aumento da massa funcional de célula beta, na tentativa do organismo compensar os efeitos
dessa resisténcia. O HNF4alfa é um fater de transcricde fundamental para células beta pancreaticas, pois regula a expressao de
proteinas que participam no metabolismo da glicose bem como a expressdo do gene da insulina. O HNF4alfa controla o aumento de
massa de células beta em resposta ac estresse (e.g. prenhez) através ativagdo da via ERK-STS. Sabe-se que o HNF4alfa regula a
ERK gue controla a expressac e translocagdo nuclear do fator de transcrigdo NeuroD e a ativacao do PDX-1, essenciais para a
sobrevivéncia e desenvolvimento das ilhotas pancreaticas. Diante do exposto, nosso objetivo é avaliar um possivel efeito do
HNF4alfa no aumento de massa de célula beta em modelos de RI. Bem como sua participago na regeneracio de células beta em
animais diabéticos por STZ.

Local do experimento: Departamento de Ciéncias Fisioldgicas/CCBfUFSC Departamento de Biologia Estrutural e
Funcional/IB/Unicamp

Floriandpolis, 25 de janeiro de 2019
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