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RESUMO 

O Diabetes Mellitus (DM) é uma síndrome metabólica de 

etiologia múltipla, poligênica, caracterizado por hiperglicemia 

crônica, resultante da depleção total de células β (DM do Tipo 1) 

ou por consequência de uma resistência à insulina (RI) (DM do 

Tipo 2). Observa-se também a existência do DM monogênico, 

como o MODY1 causado pela mutação do gene que expressa o 

fator de transcrição HNF4α. O HNF4α é importante para células 

β pancreáticas, pois controla genes relacionados com o 

metabolismo da glicose e com a expressão gênica da insulina e 

proliferação. É sabido que HNF4α controla o aumento de massa 

de células β em resposta ao estresse, como a gravidez, através da 

ativação da via ERK-ST5. A dexametasona é um glicocorticoide 

sintético com potente efeito diabetogênico. Animais tratados com 

dexametasona desenvolvem Resistência à Insulina (RI) e, 

consequentemente, aumento de massa de células β pancreáticas. 

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 HNF4α é crucial para a 

proliferação de célula β, (2) RI induzida por dexametasona 

promove aumento de massa de célula β e, (3) estimular a 

regeneração de massa de célula β pode ser um alvo terapêutico 

importante para o DM, nós investigamos se a proliferação de 

células β pancreáticas induzidas por dexametasona é dependente 

do HNF4α. Para isso, utilizamos animais WildType (C) e 

Knockout (K) para o HNF4-α (HNF4α 
loxP/loxP;Ins.Cre

), tratados ou 

não com 10 mg/Kg/dia de dexametasona, por 5 dias consecutivos, 

dose dividida em duas aplicações ao dia. No dia seguinte à última 

injeção de dexametasona a RI foi comprovada por ipITT e os 

animais foram eutanasiados para retirada do pâncreas. Os dados 

foram analisados pelo software Graph Prisma 6. Em comparação 

aos animais C, animais knockout apresentaram maior tolerância à 

glicose, menor glicemia de jejum e GSIS (Glucose Secretion 
Insulin Stimulation) aumentada, a expressão gênica de HNF4α 

aumentada nos animais CD, a expressão gênica dos hormônios 

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 

modulação pode ser dependente de HNF4α. Com isso, 



concluímos que o aumento de massa de célula β induzida por 

DEXA é dependente da ação do fator de transcrição HNF4α. 

Palavras-chave: HNF4α; Diabetes Mellitus; proliferação; 

insulina; dexametasona.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

Diabetes Mellitus (DM) is a metabolic syndrome with multiples 

etiology, characterized by chronic hyperglycemia due to total β-

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 HNF4α gene. HNF4α is 

important for pancreatic β cells since it controls genes related to 

glucose metabolism and insulin gene expression. It is known that 

HNF4α controls the β-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 β 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) HNF4α is crucial for 

β cell proliferation, (2) dexamethasone-induced RI promotes β 

cell mass increase, and (3) stimulating β cell mass regeneration 

may be an important therapeutic target for DM, we investigated 

whether dexamethasone-induced proliferation of β pancreatic 

cells is dependent on HNF4α. For this, we used WildType (WT) 

and Knockout (KO) animals for HNF4-alphaα (HNF4α 
loxP / loxP; 

Ins.Cre
), 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 HNF4α 

in treated and untreated animal islets and observed increased 

expression in CD animals, suggesting that the glucocorticoid used 

increases the pathway of activation of HNF4α 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 β-

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 HNF4α. 



Thus, we conclude that the increase of glucocorticoid-induced β 

cell mass is dependent on the action of the HNF4α transcription 

factor. 

Keywords: HNF4α; Diabetes Mellitus; proliferation; insulin; 

dexamethasone. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Descrição do diabetes 
 

O Diabetes Mellitus (DM) é uma doença metabólica 

multifatorial, caracterizada por hiperglicemia crônica, decorrente 

de uma produção inadequada de insulina pelas células β 

pancreáticas ou uma resposta inapropriada dos tecidos periféricos 

a este hormônio (Chen et al., 2018). Mesmo com todo o empenho 

dos órgãos públicos de saúde, a população com DM cresce 

anualmente e, aproximadamente 700 mil pessoas foram 

diagnosticadas entre os anos de 2011 e 2015 (Association, 2018). 

Essa doença apresenta elevado grau de mortalidade, em 2012 

cerca de 1,5 milhões de mortes ocorreram por causas diretas 

dessa patologia. Representa ainda um grande problema de saúde 

pública, uma vez que, segundo a Organização Mundial da Saúde 

(OMS), entre os anos de 2011 e 2030, o custo estimado com a 

doença permeia 1,7 trilhões de dólares. 

A duas principais formas da doença são conhecidas como 

DM do tipo 1 (DM1) e DM do tipo 2 (DM2) e, apesar de ambos 

serem poligênicos, diferem em sua etiologia (Rojas et al., 2018). 

O DM1 decorre de uma redução da massa de células  - por 

exemplo, por apoptose e/ou dediferenciação – que ocorre pelo 

contato com células do sistema imune e pela ação de mediadores 

pró-inflamatórios como as citocinas (Rojas et al., 2018). Esse 

contato é decorrente de uma falha no reconhecimento de 

proteínas específicas das células β pelo sistema imune e pela 

infiltração das ilhotas por neutrófilos ativados, que liberam 

citocinas pró-inflamatórias como Interleucina-1β (IL-1), Fator 

de Necrose Tumoral-α (TNF-), Interferon- (IFN-), e radicais 

livres, como o óxido nítrico (NO). As células β possuem 

receptores para estas citocinas, que ativam vias apoptóticas, vias 

de supressão da síntese proteica e vias de expressão de Fas na 

membrana plasmática, que é um marcador para a ligação de 

linfócitos T (Rojas et al., 2018). Após semanas ou meses 

(parâmetros humanos) (Pipeleers e Ling, 1992; Kay et al., 2000), 
há perda quase total das células β sem prejuízo aos demais tipos 

celulares que compõem a ilhota pancreática (Mandrup-Poulsen, 

1996; Eizirik e Mandrup-Poulsen, 2001; Cnop et al., 2005; 

Eizirik et al., 2009). 
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O DM2, por sua vez, caracteriza-se por hiperglicemia e está 

associada à obesidade, resistência periférica à insulina (RI), 

disfunção da célula β pancreática e alteração 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, o DM2 se instala apenas 

quando ocorre a falência das células β, reforçando o papel central 

dessas células na gênese desta patologia (Weir e Bonner-Weir, 

2004; Kitamura, 2013). Inicialmente as células β compensam a 

RI promovendo um aumento de massa e volume, viabilizando 

assim uma maior produção e secreção deste hormônio (Gupta e 

Kaestner, 2004).  Com a progressão do DM2, já em um período 

descompensatório, onde ocorre um ligeiro aumento da glicemia, 

existe uma redução progressiva da massa e da função da célula β. 

Com este progresso o desajuste se torna mais intenso levando a 

hiperglicemia decorrente de uma severa redução da massa e 

função das células β (Weir e Bonner-Weir, 2004; Poitout et al., 

2010). 

Tanto o DM1 como DM2 são formas poligênicas do DM, 

todavia existem as formas monogênicas de DM, como o Maturity 

Onset Diabetes of the Young (MODY) (Firdous et al, 2018), 

caracterizado por uma herança genética de dominância 

autossômica de diagnóstico precoce, geralmente antes dos 24 

anos de idade (Gupta e Kaestner, 2004). O MODY resulta de uma 

mutação mendeliana de ao menos 16 diferentes genes (Firdous et 

al, 2018), entre eles o Hepatocyte Nuclear Factor 4α (HNF4α) 

que é responsável pelo MODY1 (Gupta e Kaestner, 2004; Gupta 
et al., 2007). Nesta doença, o neonato humano pode apresentar 

hiperglicemia hiperinsulinêmica no pós-parto imediato 

(Demirbilek et al, 2017) . De modo geral, o mais comum é a 

presença de hiperglicemia não assintomática na criança, 

adolescente ou jovem antes do seu diagnóstico definitivo (Fajans, 

2001) em conjunto com uma secreção de insulina diminuída sem 

defeito na sua ação, quando não associada com a obesidade 

(ADA, 2018) e, ao longo dos anos, presença de anormalidades 

nas lipoproteínas e nas concentrações lipídicas (Dhe-Paganon, 

2002).  Para nortear o diagnóstico, um critério que distingue o 

MODY1 dos demais DMs é ter história familiar pregressa de 

diabetes, em três ou mais gerações, sem a presença de obesidade 

ou autoimunidade das células pancreáticas (Fajans e Bell; 2011). 
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Considerada uma doença 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 não é algo realizado de rotina na 

clínica. 

 

1.2 HNF4α, célula β e proliferação 

 

O HNF4α é um fator de transcrição (FT) pertencente à 

superfamília de receptores hormonais nucleares (NR2A1). 

Apresenta diferentes domínios em sua estrutura, entre eles um 

domínio de transativação N-terminal, um domínio de ligação ao 

DNA do tipo dedos de zinco e uma região C-terminal crucial para 

sua dimerização (Ihara et al., 2005). Em adultos esse FT é 

altamente expresso no fígado e, em menor grau, nos rins, 

intestino delgado, cólon e células β pancreáticas (Gonzalez, 

2008).  

Podemos encontrar diferentes isoformas do HNF4α (HNF4α 

1-9) que também diferem em termos de distribuição tecidual 

(Guo and Lu, 2018). A expressão das diferentes isoformas 

depende do promotor ativado em determinados tecidos: a 

ativação do promotor proximal P1 resulta na expressão das 

isoformas HNF4α 1 ao 6 e é predominante no fígado do adulto e 

nos rins, já a ativação da região promotora P2 resulta na 

expressão das isoformas HNF4α 7 ao 9 e prevalece no fígado 

fetal, pâncreas e nos cânceres hepáticos e de cólon (Gupta e 

Kaestner, 2004; Ihara et al., 2005; Bailly et al., 2009; Guo e Lu, 

2019). Assim, devido a presença do promotor P2, as isoformas 

expressas em células β pancreáticas são HNF4α-7, α8 e α9 

(Hansen et al., 2002; Huang et al., 2008). 

Nessas células, esse FT apresenta um papel central na 

regulação transcricional, incluindo a expressão 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 secreção de insulina, como a L-piruvato kinase e 

Kir6.2 (Gupta et al., 2005) – este último, é uma subunidade do 

canal de potássio sensível a ATP (Adenosine triphosphate) que 

promove a despolarização da membrana plasmática durante o 

processo de secreção de insulina (Fajans e Bell, 2011). É descrito 

na literatura que animas K para o HNF4α especificamente em 
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células β pancreática (HNF4α
loxP/loxP

;Ins.Cre) são intolerantes à 

glicose e apresentam hiperinsulinemia no jejum e no estado 

alimentado. Além disso, o HNF4α regula mais de mil outros 

genes no fígado e no pâncreas (Gupta e Kaestner, 2004). 

O HNF4α também regula o processo de proliferação e 

crescimento das células β, principalmente no período de 

desenvolvimento pancreático durante a gestação (Sandovici et al., 

2013) e no período neonatal (Gupta et al., 2007). Foi 

demonstrado que fêmeas HNF4α
loxP/loxP

;Ins.Cre prenhas não 

apresentam aumento na proliferação de célula β (esperado 

durante este período) e, consequentemente são intolerantes à 

glicose (Gupta et al., 2007). Além disso, foi demonstrado que 

esses efeitos se devem à redução na via Ras/ERK (Rat sarcome 

virus/Extracellular Signal–Regulated Kinase) (Gupta et al., 
2007). Sabe-se também que o HNF4α controla alguns genes 

relacionados com apoptose (Odom et al., 2004; Gupta et al., 
2005) e que também está envolvido na proteção da morte celular 

induzida por estresse de retículo (Johnson, 2007), através da 

ativação da via HNF4α-GRP78-Anks4b (Sato et al., 2012). 

 

1.3 Resistência à insulina, aumento da massa de célula β 

e HNF4α 

 

O pâncreas é uma glândula mista composta por uma porção 

exócrina (ácinos e ductos) e por uma porção endócrina (ilhotas de 

Langerhans) (Zaret e Grompe, 2008). A ilhota pancreática, que 

corresponde à porção endócrina do pâncreas, representa 

aproximadamente 5% de todo o volume do órgão e é constituída 

de cinco diferentes tipos celulares: as células α produtoras de 

glucagon, as células β produtoras de insulina – estas de maior 

predominância - as células  δ produtoras de somatostatina, as 

células ε produtoras de grelina e, em um número muito pequeno, 

as células PP produtoras do polipeptídeo pancreático (Gupta et 

al., 2007).  

É importante reiterar que a célula β é primordial para a 

homeostase glicêmica e, sua disfunção resulta em DM. Tanto no 

desenvolvimento do DM1 como do DM2 existe uma redução 

progressiva da massa funcional de célula secretora de insulina, 

assim, regenerar essa massa celular é um alvo terapêutico 

importante para o DM (Gupta e Kaestner, 2004; Thorel et al., 
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2010). Atualmente, muito se tem discutido sobre este potencial 

terapêutico do processo de regeneração de células β para o 

tratamento do DM (Ferber et al., 2000; Yang et al., 2011; Spijker 
et al., 2013). Por exemplo, nos estágios iniciais do DM2 observa-

se uma resposta metabólica compensatória – aumento da massa 

celular – com progressiva falência da célula β frente ao estresse 

metabólico. 

Como já mencionado, a RI nos tecidos muscular, adiposo e 

hepático é um processo central na fisiopatologia do DM2 (Steil et 

al., 2001). Esse estado de RI desencadeia nas ilhotas 

pancreáticas, em especial nas células β, uma hipersecreção 

compensatória de insulina na tentativa de vencer a RI e de se 

reestabelecer a normoglicemia. Essas alterações podem ser tanto 

na função celular (aumento da produção e secreção de insulina) 

como alterações estruturais (ocorrência de hiperplasia e 

hipertrofia de célula β) (Kahn, 2003; Paulsen et al., 2010). 

Atualmente se sabe que as células da ilhota pancreática 

apresentam certa plasticidade e se adaptam a determinados 

estados fisio(pato)lógicos, por exemplo na prenhez, obesidade e 

RI e, que essa plasticidade pode estar envolvida tanto no aumento 

da massa de células β na resposta compensatória à RI, como na 

falência progressiva observada com o passar do tempo (Gupta et 

al., 2007; Chera et al., 2014; Cigliola et al., 2016). 

A plasticidade pancreática é o processo onde um tipo celular 

diferenciado do pâncreas se transforma em outro também 

diferenciado e, esse processo é facilitado pelo fato de todas as 

células pancreáticas 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 últimos anos, 

vários trabalhos mostrando e discutindo processo de conversão de 

células não-β em células β pancreáticas (Ferber et al., 2000; Yang 

et al., 2011; Spijker et al., 2013). Foi mostrado que existem 

várias possibilidades de reprogramar células já diferenciadas em 

células β funcionais. A expressão ectópica artificial do PAX4 

(Paired Box 4), um importante fator de transcrição para o 

desenvolvimento pancreático no período embrionário, em célula 

α  (Collombat et al., 2009), bem como do FT PDX1 (Pancreatic 
and duodenal homeobox gene 1) em célula α (Yang et al., 2011) 

e hepatócitos (Ferber et al., 2000) converteu essas células em 

células secretoras de insulina. 
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Do outro lado, parece que as células β também apresentam 

potencial de se dediferenciar em nesta doença. Quando se 

bloqueia a via da insulina na célula β ou quando ocorre perda 

desse tipo celular (DM) observa-se que as células β se 

transdiferenciam em células α (Spijker et al., 2013; Cigliola et 

al., 2018).  

O HNF4α parece participar dos processos que envolvem a 

regeneração de célula β. Como mencionado, este FT é crucial 

para a expansão de massa de células β induzida pela gestação e 

foi demonstrado que a superexpressão ectópica do HNF4α, em 

linhagens de células α, promove a transdiferenciação dessas 

células em células β-like (Sangan et al., 2015). Essas células β 

provenientes de células α expressam genes importantes para o 

fenótipo β, como GCK, insulina e GLUT2 e, apresentam a 

capacidade de produzir e processar a insulina, apresentando em 

seu interior peptídeo-C, ou seja, são células β verdadeiramente 

funcionais. 

Assim, elucidar os mecanismos que levam a expansão de 

células β induzida por RI é fundamental e diversos modelos 

animais são utilizados para este propósito, dentre eles animais 

alimentados com dieta hiperlipídica (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, são hormônios esteroides importantes 

na resposta a vários eventos estressores como traumas, cirurgias, 

infecções, inflamações e regulam diversos processos fisiológicos, 

dentre eles o metabolismo e a proliferação celular. Em condições 

não patológicas, os GC regulam diversos processos 

homeostáticos em quase todos os tecidos, como regulação do 

metabolismo de carboidratos, lipídeos, proteínas, função 

cardiovascular, respostas inflamatórias e desenvolvimento. 

Ainda, os GC participam da resposta ao jejum, atuando em 

processos que mantém a normoglicemia e na disponibilização de 

substrato energético para os tecidos. Para isso, os GC induzem 
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processos que culminam no aumento da produção endógena de 

glicose através da glicogenólise e da neoglicogênese hepática, na 

diminuição da captação de glicose pelo músculo e pelo tecido 

adiposo e, estimulam a lipólise e a proteólise, 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 

doenças inflamatórias e autoimunes (Yang et al., 2017). Porém, o 

uso em altas doses ou de forma crônica induz diversas alterações 

metabólicas no fígado, no pâncreas, tecido adiposo e glândulas 

suprarrenais (Liu et al., 2013). A DEXA, como todos os GC, 

possui um efeito anti-insulínico, ou seja, antagoniza as ações da 

insulina nos tecidos periféricos. Assim, devido a este efeito anti-

insulínico o tratamento com DEXA é vastamente utilizado como 

um modelo experimental de indução de RI (Rafacho et al., 2008). 
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2. HIPÓTESE E JUSTIFICATIVA 

 

Devido a sua função na manutenção da homeostase glicêmica 

e sua relação com o desenvolvimento do DM, a ilhota pancreática 

é vastamente estudada. A diferenciação dos vários tipos celulares 

da ilhota é que determinam o destino inicial de célula α e β, 

respectivamente (Spijker et al., 2013) controlada por diversos FT, 

como ARX (Aristaless-Related Homeobox) e PAX4 Além da 

diferenciação, o controle da transcrição gênica é fundamental na 

manutenção do fenótipo e da função de células já adulta (Shih et 

al., 2001). Em células β pancreáticas, a importância dos FT pode 

ser verificada quando se observa o desenvolvimento do MODY1 

(Gupta et al., 2007), o qual é decorrente de uma mutação do fator 

de transcrição HNF4α, responsável por diversas funções na célula 

β (Hansen et al., 2002), como metabolismo de glicose e produção 

e secreção de insulina.  

Uma vez instaurado, tanto DM1 como DM2 e MODY 

apresentam diminuição da função e da massa de célula β e, 

portanto, estudar mecanismos que promovam a regeneração 

dessas células é fundamental para traçar novos alvos terapêuticos 

para o tratamento e uma possível cura desta patologia. Além do 

processo de proliferação celular, a plasticidade pancreática 

(diferenciação e transdiferenciação celular) vem sendo apontada 

como um processo importante na regeneração de célula β. Sabe-

se que a condição de RI impõe várias alterações à ilhota, dentre 

elas proliferação celular e indução de mecanismos de 

plasticidade. Assim, sabendo que (1) a DEXA induz RI, (2) a RI 

promove um aumento de massa de célula β, e (3) que o HNF4α é 

um fator de transcrição que regula o aumento da massa de célula 

β induzido por situações de estresse, hipotetizamos que o HNF4α 

participa do processo de aumento proliferação ou 

trans/diferenciação da massa de célula β induzido pelo DEXA. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivos gerais 
 

Avaliar o papel do HNF4α na plasticidade das células β em 

modelo de animais com RI induzida por exposição ao 

glicocorticoide DEXA.  

 

3.2 Objetivos específicos 

 

a. Avaliar o metabolismo glicêmico (ipGTT, ipITT, GSIS, 

Glicemia de Jejum) dos animais HNF4α
loxP/loxP

;Ins.Cre
+
; 

b. Avaliar a instauração da RI induzida pela DEXA; 

c. Avaliar a expressão do HNF4α em ilhota de animais wild 

type(C) e animais KO (HNF4α
loxP/loxP

;Ins.Cre
+
) expostos 

ou não à DEXA; 

d. Avaliar se em animais KO a DEXA é  capaz de 

promover aumento da massa secretora de insulina;  

e. Avaliar se a DEXA é capaz de alterar a expressão dos 

genes dos hormônios glucagon e somatostatina nos 

diferentes grupos tratados e não tratados; 

f. Avaliar as alterações da expressão dos fatores de 

transcrição ARX, PAX4, PDX1 e NGN3, em animais C e 

animais KO expostos  ou não à DEXA.  
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4. METODOLOGIA 

 

4.1 Animais 
 

O estudo foi aprovado pela CEUA/UFSC - número de 

protocolo 4359060516 (Anexo 01). Para a realização deste 

trabalho utilizamos animais KOtecido específico e condicional 

para o HNF4α (HNF4α
loxP/loxP

;Ins.Cre
+
).  Os animais foram 

gerados a partir do cruzamento da linhagem portadora da enzima 

CRE Recombinase nas células β (linhagem Ins.Cre
+
) e da 

linhagem que possui o gene para o FT HNF4α flanqueado pela 

sequência LoxP (HNF4α
loxP/loxP

). Os animais foram mantidos no 

biotério setorial do CFS em condições padronizadas de 

iluminação (ciclo claro/escuro de 12 horas) e temperatura de 

22±2 °C. Durante todo o período experimental tiveram livre 

acesso à água e ração padrão. Para o desenvolvimento 

experimental, os animais foram divididos em quatro grupos 

experimentais: 

 Controle Salina (CS): após a genotipagem, os animais 

que não expressavam o gene para a enzima CRE e eram 

homozigotos para a sequência Lox (animais 

(HNF4α
loxP/loxP

;Ins.Cre
-
) foram incluídos nesse grupo. 

Dez dias após a última injeção de Tamoxifeno (dia 17) 

os animais desse grupo receberam 10 injeções de salina 

em 5 dias consecutivos (1 injeção pela manhã e 1 injeção 

durante a tarde). Para simular o volume aplicado nos 

grupos DEXA, essas injeções de salina foram de volume 

igual ao peso do animais multiplicado por 12,5. 

 Knockout Salina (KS): Após a genotipagem, os animais 

que expressavam o gene para a enzima CRE e eram 

homozigotos para a sequência Lox (animais 

(HNF4α
loxP/loxP

;Ins.Cre
+
) foram incluídos nesse grupo. 

Dez dias após a última injeção de Tamoxifeno (dia 17) 

os animais desse grupo receberam 10 injeções de salina 

em 5 dias consecutivos (1 injeção pela manhã e 1  

injeção durante a tarde). Para simular o volume aplicado 
nos grupos DEXA, essas injeções de salina foram de 

volume igual ao peso do animais multiplicado por 12,5. 

 Controle Dexa (CD): Após a genotipagem, os animais 

que não expressavam o gene para a enzima CRE e eram 
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homozigotos para a sequência Lox (animais 

(HNF4α
loxP/loxP

;Ins.Cre
-
) foram incluídos nesse grupo. 

Dez dias após a última injeção de tamoxifeno (dia 17) os 

animais desse grupo receberam 10 injeções de 

Dexametasona
1
, em 5 dias consecutivos (1 injeção pela 

manhã e 1  injeção durante a tarde). A dose diária de 

DEXA foi de 100 mg/Kg, dividida em 50 mg/kg pela 

manhã e 50 mg/kg no período da tarde. 

 Knockout Dexa (KD): Após a genotipagem, os animais 

que expressavam o gene para a enzima CRE e eram 

homozigotos para a sequência Lox (animais 

(HNF4α
loxP/loxP

;Ins.Cre
+
) foram incluídos nesse grupo. 

Dez dias após a última injeção de Tamoxifeno (dia 17) 

os animais desse grupo receberam 10 injeções de 

Dexametasona
1
, em 5 dias consecutivos (1 injeção pela 

manhã e 1 injeção durante a tarde). A dose diária de 

DEXA foi de 100 mg/Kg, dividida em 50 mg/kg pela 

manhã e 50 mg/kg no período da tarde. 

 

4.2 Genotipagem 

 

A genotipagem dos animais foi realizada a partir do 

DNA extraído da cauda dos animais. Um fragmento da cauda 

foi incubado a 55 ºC, overnight, com Proteinase K (Roche, 

USA). Para a determinação da enzima CRE recombinase foi 

realizado um RT-PCR para o gene CRE, conforme instrução 

do produtor dos animais (Jackson Laboratory, USA). Da 

mesma forma, para determinar se os animais eram 

homozigotos para a sequência LOX, foi realizado um PCR 

conforme instruções do produtor do animal (Jackson 
Laboratory, USA). Como descrito no item 4.1, o animais 

considerado experimental é aquele que, após a genotipagem, 

foi positivo para o gene CRE e homozigoto para a sequência 

LOX.  

 

 

 

 

                                                 
1 Foi utilizado o fármaco Decadron®. 
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4.3 Desenho experimental 

 

Figura 1. Desenho Experimental. Descrição da linha temporal e 

dos eventos durante o período experimental. 

 

4.4 Teste intraperitoneal de tolerância à glicose (ipGTT) 

 

Os animais foram mantidos em jejum por 10 h. Após a 

verificação da glicemia de jejum com aparelho Accu-Check 

Advantage II, uma solução de glicose 50% (1 g/Kg de massa 

corpórea) foi administrada pela via intraperitoneal. A glicemia 

dos animais foi verificada nos tempos 0, 15, 30, 60, 45, 60 e 120 

min após a administração de glicose. 

 

4.5 Teste intraperitoneal de tolerância à insulina (ipITT) 
 

Após a verificação da glicemia no estado alimentado (1,5 

horas de privação de alimento), insulina (1 U/kg de massa 

corpórea) diluída em solução 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 após a 

administração de insulina. A taxa de constante de decaimento da 

glicose (kITT) foi calculada à partir das concentrações de glicose 
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plasmática durante a fase de decaimento linear, utilizando a 

fórmula 0.693/t1/2. 

 

4.6 Imunohistoquímica 

 

Após a morte dos animais uma incisão abdominal foi 

realizada para a retirada do pâncreas, que por sua vez foi fixado 

em solução de 4% de Parafolmoldeido, por 24 horas. Após esse 

período, o pâncreas foi embebido em parafina e, secções seriadas 

foram realizadas com a ajuda de micrótomo. Depois da 

desparafinização, as secções foram bloqueadas com solução de 

PBS (Phosphate Buffered Saline) (0.05% Tween 20; 5% de leite 

em pó desnatado) e incubadas com anticorpo primário contra 

proteínas-alvo (Insulina, Glucagon, Ki67) por 2h em temperatura 

ambiente ou overnigth a 4º C. Após lavagem em PBS, foi 

utilizado anticorpo secundário específico e as imagens foram 

reveladas com DAB (diaminobenzidina). As seções foram então 

marcadas com hematoxilina e montadas para observação em 

microscópio. 

 

4.7 Isolamento das ilhotas pancreáticas 
 

Após a eutanásia, incisão abdominal e retirada do pâncreas, 

foi realizada a extração das ilhotas pancreáticas após digestão do 

pâncreas pelo método da Colagenase (1,7 mg/mL de Colagenase 

do tipo V, por 17 mim a 37ºC). 

 

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

 

Para analisar a expressão gênica de HNF4α, INS1/2, 

Glucagon, Somatostatina, PDX1, PAX4, ARX, HHEX e NGN3, 

as amostras de ilhotas isoladas foram homogeneizadas em 1 ml 

de TRIzol® (InVitrogen, São Paulo, Brasil) por 1min. O mRNA 

foi extraído e quantificado por espectrofotometria (GeneQuant, 

Pharmacia Biotech, Cambridge, UK). O cDNA ( DNA 

complementar) foi preparado utilizando se 1 μg 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 endógeno. As condições de termociclagem utilizadas 



30 

 

foram de 95°C por 10min, seguido de 40 ciclos a 95°C por 10s e 

60°C por 30s. As curvas de amplificação foram analisadas 

utilizando-se o Sequence Detector System 1.7 (Applied 

Biosystems). 

 

4.9 Análise Estatística 
 

Os resultados estão expressos como média ± erro padrão da 

média (SEM). As comparações entre os animais WT e KO foram 

realizadas pelo teste T (t student test).  Já as comparações feitas 

entre os grupos CS, CD, KS E KD foram realizadas por ANOVA 

de duas vias, seguido do pós-teste de Turkey. Foi considerado 

estatisticamente diferente quando p>0.05.   
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

O pâncreas é uma glândula que possui tanto um 

compartimento endócrino como um compartimento exócrino. A 

porção exócrina compreende 95% do volume total do órgão e 

consiste em unidades denominadas ácinos e uma rede de ductos 

que drenam a secreção acinar para o sistema digestório (Benitez 

et al., 2012). Enquanto os ácinos têm como função principal 

produzir e secretar enzimas digestivas, as células ductais 

produzem bicarbonato de sódio e participam do controle do pH 

no sistema digestório (Lee et al., 2013). Já a porção endócrina 

consiste em uma estrutura, incrustada no tecido exócrino, 

organizada em uma espécie de micro-órgão, denominado Ilhota 

de Langerhans. Aos menos cinco diferentes tipos celulares são 

encontrados nas ilhotas, a saber: células α produtoras de 

glucagon, células β produtoras de insulina, células δ produtoras 

de somatostatina, células PP produtoras de polipeptídio 

pancreático e células ε produtoras de grelina (Oliver-Krasinski e 

Stoffers, 2008). Os diferentes tipos celulares da porção endócrina 

são os principais reguladores do metabolismo intermediário, em 

especial do metabolismo dos carboidratos. 

O DM é uma desordem metabólica caracterizada por perda 

da função e/ou da massa de célula β pancreática. O DM é 

instaurado quando a produção de insulina não é capaz de suprir a 

necessidade fisiológica dos tecidos periféricos, como fígado, 

tecido adiposo e músculo esquelético (Oliver-Krasinski e 

Stoffers, 2008). Então, independente da classificação etiológica 

que se observa DM1, DM2 ou MODY a fisiopatologia do DM 

reside na redução do número e/ou na eficiência da célula β, sendo 

assim, qualquer forma de DM será beneficiada com o tratamento 

que promova a regeneração de células β. Justificando assim o 

intenso esforço da comunidade científica em desenvolver novas 

fontes de células produtoras de insulina para terapias de 

reposição/regeneração celular (Afelik e Rovira, 2017). 

A habilidade de regeneração dos animais depende, 

principalmente, da atividade de células tronco pluripotentes 

residentes no tecido danificado em se multiplicar e em se 

diferenciar, somado à capacidade das células pré-existentes em se 

proliferar. Nos mamíferos, em contraste com tecidos altamente 

regeneráveis, por exemplo, o intestino, epiderme e sistema 
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hematopoiético, o pâncreas endócrino apresenta, em condições 

fisiológicas, uma taxa muito pequena de substituição celular 

(Afelik e Rovira, 2017).  

Apesar disso, o pâncreas tem a capacidade de se adaptar a 

desafios metabólicos, por exemplo, na gravidez e obesidade, 

aumentando a massa de célula β por replicação, hipertrofia e/ou 

neogênese (Bonner-Weir, 2000). Neste contexto, emerge um 

processo denominado Plasticidade Pancreática, definido como a 

habilidade de um tipo celular já diferenciado do pâncreas se 

transformar em outro tipo celular diferenciado. Assim, a 

conversão de células não-β em células β pancreáticas também 

tem sido alvo de vários 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 têm observado nos 

últimos anos, muitas vias intracelulares que controlam a 

regeneração de células secretoras de insulina e o processo de 

plasticidade pancreática ainda permanecem desconhecidas. Neste 

cenário, objetivamos neste trabalho desvendar o papel do FT 

HNF4α no processo de aumento de célula β induzida por uma 

resistência periférica à insulina. 

Como já mencionado, o HNF4α é um FT importante para 

células β e, sabe-se que participa de processos de aumento de 

massa secretora de insulina. Podemos observar a importância do 

HNF4α no fato que a mutação no gene que produz esse FT leva 

ao desenvolvimento do MODY1. Gupta et. al. mostrou que ao 

contrário de animais WT, fêmeas que não expressam o HNF4α 

em células β não apresentam uma expansão de massa de célula β 

induzida pela gestação. Neste artigo, os autores mostraram que o 

processo fisiológico de aumento de massa de célula β, observado 

nas gestas é dependente da atividade do FT HNF4α. Ainda, fica 

claro que em condições de não-prenhez os animais KO para o 

HNF4α não apresentam prejuízo em comparação com os 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 cenários onde se observa 

aumento da demanda por este hormônio.  

O HNF4α também participa de processos de plasticidade 

pancreática. Como já mencionado anteriormente, foi mostrado 

que células α se tornam células like-β após a superexpressão 

artificial desse FT (Sangan et al., 2015). Isso nos mostra que o 
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HNF4α é importante tanto para o desenvolvimento de um 

fenótipo de célula β, quanto a sua ausência é crucial para a célula 

α se manter em um estado de célula α. Com esses dados, 

podemos afirmar que o HNF4α é um FT que participa de eventos 

de proliferação de célula β e do processo de plasticidade 

pancreática e, sendo assim, estudar o seu papel em modelos 

experimentais que promovam o aumento da massa secretora de 

insulina é fundamental para o entendimento do processo de 

regeneração de células β. 

Como detalhado na Introdução, o estado de RI desencadeia 

nas ilhotas pancreáticas, em especial nas células β, tanto as 

alterações na função celular aumento da produção/secreção de 

insulina como alterações estruturais hiperplasia/hipertrofia de 

célula β (Kahn, 2003; Paulsen et al., 2010), sendo assim, modelos 

de animais com RI são excelentes modelos experimentais para se 

estudar vias que estimulam a expansão das células β (Rafacho et 
al., 2008).  

Assim, visando atingir nosso objetivo de elucidar o papel do 

HNF4α na plasticidade das células β em modelos de animais RI 

induzida por exposição a glicocorticoides, decidimos utilizar 

neste trabalho animais KO para o HNF4α - tratados ou não com 

DEXA. 

Antes de tratar os animais com DEXA nós validamos o 

modelo de deleção do gene HNF4α exclusivamente em células β. 

Para isso, analisamos a expressão do mRNA do HNF4α nas 

ilhotas dos camundongos KO e WT e, como esperado, ilhotas de 

animais KO apresentaram uma redução de 58% da expressão 

gênica do HNF4α em comparação com as ilhotas dos animais 

WT (Fig.2). Uma vez que os animais eram knockouts, o esperado 

seria que se observasse uma redução próxima a 100%, entretanto, 

vale ressaltar que os animais são knockout especificamente em 

células β e a análise da expressão gênica foi feita com ilhotas 

inteiras, e outros tipos celulares da ilhota também expressam o 

HNF4α (Miura A, et al.). Com isso, nosso modelo de animais KO 

para o gene do HNF4α, especificamente em células β foi validado 

de fato. 
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Após a validação genética, analisamos as características 

metabólicas do modelo em questão. Inicialmente, avaliamos a 

glicemia de jejum e a resposta destes animais a uma carga de 

glicose no ipGTT. Em comparação com os animais WT, animais 

KO apresentaram menor glicemia de jejum (Fig. 3A) e uma 

maior eficiência em lidar com uma sobrecarga de glicose, 

mostrando-se mais tolerantes à 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 não expressam o 

HNF4α em células β são intolerantes à glicose, entretanto, é 

preciso destacar que existe uma diferença metodológica entre 

esses estudos e o nosso. Diferente dos trabalhos citados 

anteriormente, nós avaliamos a tolerância à glicose dez dias após 

a última dose de Tamoxifeno, período onde a deleção do HNF4α 

ainda é precoce e, as células β ainda não estão completamente 

disfuncionais, inclusive apresentam capacidade secretória elevada 

em resposta a concentrações estimulatorias de glicose (Miura et 

al., 2006). 

 

 

 

Figura 2. Análise da expressão gênica do HNF4α. Análise da expressão 

gênica do HNF4α em ilhotas de animais WT e KO após 10 dias da última 

injeção de Tamoxifeno. A expressão gênica foi realizada por RT-PCR Real 

Time e, o valor da expressão do HNF4α foi normalizado pela expressão do 

GAPDH. Dados apresentados como média ± SEM, em relação ao WT. 

**p>0.01 vs WT. 
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Mesmo sabendo que, o ipGTT é um método que nos 

fornece uma visão fisiológica geral do metabolismo da glicose, 

sem determinar a causa dos mecanismos e de possíveis alterações 

encontradas (Bowe et al., 2014) a maior tolerância à glicose 

observada, somada à glicemia de jejum reduzida, nos permite 

inferir que os animais KO poderiam estar hiperinsulinêmicos e 

que as células β dos animais estariam liberando maior quantidade 

de insulina frente ao estímulo da glicose.  

Então, em virtude das alterações encontradas, resolvemos 

avaliar a função da célula β, aferindo a insulinemia durante o 

ipGTT e a secreção de insulina estimulada por glicose em ilhotas 

isoladas de WT e KO, além da sensibilidade periférica à 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). 

Figura 3. Metabolismo glicêmico dos animais knockout. Análise da 

glicemia de jejum (A) e do ipGTT (B e C) dos animais WT e KO após 10 

dias da última injeção de tamoxifeno. A. Após 8-10 horas de jejum a 

glicemia foi avaliada com uso do Glicosímetro 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 injeção de 1g/Kg de glicose. C. Área Abaixo da 

Curva (AUC) do ipGTT mostrado em B. Dados apresentados como média 

± SEM. Em B dados em relação ao WT. *p>0.05 vs WT. 
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A hiperinsulinemia observada pode ser explicada pelo 

fato de que a ausência do gene para o HNF4α, nas células β 

pancreáticas dos animais KO, promove alteração na expressão de 

genes que controlam o processo secretório, pois o HNF4α é o 

principal regulador da expressão da subunidade Kir 6.2 dos 

Canais de K
+
 Dependentes de ATP (K

+
ATP). Durante o processo 

secretório, esses canais são inativados pelas altas concentrações 

de ATP oriundas da oxidação da glicose e, uma vez fechados, 

despolarizam a membrana plasmática promovendo o influxo de 

íons Ca
2+

 e, consequente exocitose dos grânulos de insulina 

(Velasco et al., 2016; Lu e Li, 2018). Gupta e colaboradores 

mostraram que com a deleção do gene para o HNF4α, os Canais 

K
+

ATP são, potencialmente, inativados mais facilmente, 

ocasionando a liberação do hormônio de forma exacerbada em 

relação ao estímulo da glicose (Gupta et al., 2005).  

Além disso, diversos estudos mostram que uma mutação 

no gene do HNF4α altera os níveis de mRNA de genes 

relacionados com o metabolismo da glicose e com a GSIS 

(Glucose Stimulation Insulin Secretion), entre eles o gene para o 

GLUT2, aldolase, L-piruvato quinase (Wang et al., 2000). Além 

da atividade per se do HNF4-α em regular o metabolismo da 

glicose nas células β em adultos, observa-se também um loop 

regulatório entre HNF4α e HNF1α (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 atenção se voltou para o processo de 

GSIS e, quando examinada, notamos que as ilhotas provenientes 

de animais KO apresentaram maior secreção de insulina em 

condições estimulatorias de glicose (Fig. 4B), sem apresentar 

diferença no conteúdo total de insulina (Fig. 4C). Então, como a 

alteração na GISIS não se deu por diferença no conteúdo total de 

insulina nas ilhotas, sugere-se que tenha ocorrido uma alteração 

na maquinaria secretória e não na quantidade de insulina presente 

no interior destas células ou no número de célula β. Mesmo que 

isto vá de encontro com os achados de Gupta e colegas, em que 

ilhotas isoladas de camundongos mutantes para o HNF4α 

apresentaram uma diminuição na primeira fase da secreção de 

insulina em resposta às diferentes concentrações de glicose 

(Gupta et al., 2005), estes achados ainda são válidos quando o 
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contexto experimental adotado por nós é observado como um 

todo.  

De acordo com nossas expectativas, observamos que os 

animais KO não apresentaram diferença na sensibilidade à 

insulina, em comparação com os animais WT (Fig. 4D), 

evidenciando que a deleção do gene para o HNF4α é específica 

nas células β do pâncreas, não sendo capaz então, de alterar a 

resposta do hormônio insulina pelos tecidos periféricos. Portanto, 

nosso modelo experimental apresenta redução da expressão de 

HNF4α, maior tolerância à glicose, menor glicemia de jejum, 

hiperinsulinemia durante o ipGTT, maior GSIS e ausência de RI. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Insulinemia, GSIS e ipITT dos animais knockout. Análise da 

insulinemia durante o ipGTT (A), da GSIS (B), do conteúdo total de insulina 

(C) e do ipITT dos animais WT e KO após 10 dias da última injeção de 

tamoxifeno. A. A concentração de insulina no plasma foi medida durante o 

experimento de ipGTT nos tempos 15 e 60 minutos. B. Após isolamento, as 

ilhotas foram incubadas por 1 hora com concentrações basais (5.6 mM) ou 

estimulatórias (16.7) de glicose. A insulina secretada foi dosada por RIA e o 

valor encontrado foi normalizado pelo número de ilhotas no poço. C. Após a 

análise da GSIS, em B, o conteúdo total de insulina foi medido por RIA e o 

valor encontrado  também foi normalizado pelo número de ilhotas no poço. 

D. Após privação alimentar de 1 hora e 30 minutos, a glicemia foi aferida 

nos tempos 0, 10, 15 e 20 minutos da injeção de 1 U/Kg de insulina 

Humolin®. A glicemia foi avaliada com uso do Glicosímetro Accu-Check®. 

Dados apresentados como média ± SEM. Em C dados em relação da 

glicemia de jejum. *p>0.05 vs WT.  
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Uma ressalva em relação ao modelo experimental deve 

ser explicitada, por mais que o nosso modelo não expresse o gene 

do HNF4α em células β, como no MODY1, este experimental 

que apresentamos não configura um modelo da doença MODY1. 

Ao contrário disso, o objetivo proposto foi desenvolver um 

modelo KO para HNF4α em células β, mas que não apresentasse 

um fenótipo de intolerância a glicose, hiperglicemia e diminuição 

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 não apresentasse ainda as 

características do MODY1. 

Dando continuidade aos experimentos, após validar o 

modelo KO e caracterizá-lo metabolicamente, seguimos com a 

análise do processo de expansão de massa de célula β utilizando a 

DEXA para induzir a RI nos animais. O fato de a DEXA ser 

capaz de causar a RI é algo bem documentado pela literatura 

(Rafacho et al., 2008; Protzek et al., 2014) e para comprovar que 

a RI foi instaurada, analisamos o ipITT e a taxa de decaimento da 

glicemia frente à insulina (kITT).  

Estes experimentos nos permitem analisar, independe da 

condição funcional do pâncreas, como os tecidos periféricos, 

principalmente, músculo esquelético e tecido adiposo estão 

respondendo à insulina (Bowe et al., 2014).  Como esperado, o 

tratamento com DEXA induziu RI tanto nos animais WT como 

nos animais KO (Fig.5 A e B). Avaliamos também a capacidade 

desses animais, após o tratamento com DEXA, em lidar com uma 

sobrecarga de glicose e, observamos que o tratamento com 

DEXA não foi capaz de alterar a tolerância à glicose, tantos nos 

animais WT quanto nos animais KO (Fig.5 C). 
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Considerando que a RI é uma potente indutora da 

expansão de célula β (Kahn, 2003; Paulsen et al., 2010) e, após 

detectar que o nosso tratamento com DEXA realmente promoveu 

o aparecimento da RI, comparamos a possível expansão de massa 

destas células entre os animais CD e KD e, também analisamos 

alterações na quantidade de células α e do antígeno Ki67, uma 

proteína nuclear que indica proliferação celular (Gupta et al., 

2007; Juríková et al., 2016).  

Salientamos que o projeto inicial era transpor em valores 

numéricos as observações feitas acerca da morfometria do 

pâncreas endócrino, entretanto, por problemas metodológicos 

apenas ilustramos aqui as alterações 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 visível hipertrofia das 
ilhotas apenas nos animais CD. Aparentemente, injeções de 

DEXA, mesmo causando RI, não foi capaz de promover um 

aumento na massa de célula β quando o HNF4α não estava 

presente. Esse fato vai ao encontro de nossa hipótese e indica que 

Figura 5. ipITT, kITT e ipGTT 

dos animais knockout tratados ou 

não com Dexametasona. Análise 

do ipITT (A), do kITT (B), e do 

ipGTT (C) dos animais WT e KO 

após a última injeção de 

dexametasona ou salina. A. Após 

privação alimentar de 1 hora e 30 

minutos, a glicemia foi aferida nos 
tempos 0, 10, 15, 20, 25, 30 e 60 minutos da injeção 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 após 0-

25 minutos da injeção 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 após a injeção de 1g/kg de glicose. Dados 

apresentados como média ± SEM. Em A, dados em relação da glicemia de 

jejum, *p>0.05 vs WT, e **p>0.01 vs WT, 
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o HNF4α é essencial para a expansão de célula β induzida por RI. 

Da mesma forma, o DEXA promoveu aumento da marcação para 

o glucagon somente nos animais WT (Fig.6 E-H).  

 

 

 

 

 

 

Esses achados indicam que o tratamento com DEXA 

promove expansão da massa de insulina e que, provavelmente, 

esta expansão ocorre devido ao aumento na proliferação de 

células β já existentes e, indica também que pode ocorrer a 

plasticidade pancreática (Courty et al., 2019). Ainda, podemos 

inferir que esse processo de expansão, seja por proliferação 

aumentada ou plasticidade, parece depender da presença do 

HNF4α. Quando olhamos para a marcação de Ki67, notamos que 

q DEXA promoveu uma maior marcação para esta proteína 

somente no CD (Fig.6 I-L). Interessantemente, este aumento foi 

visível somente nos animais WT, não sendo observado nos 

animais KO tratados com DEXA. Devido à técnica utilizada, não 

podemos inferir qual célula da ilhota está se proliferando em 

Figura 6. IHQ dos animais knockout tratados ou não com 

Dexametasona. Análise da imunomarcação para Insulina (A-D) Glucagon 

(E-H) e Ki67 (I-L) dos animais WT e KO após a última injeção de 

dexametasona ou salina. Após a realização da técnica de IHQ, as imagens 

foram capturadas no com ajuda do equipamento digitalizador de lâminas 

Axio Scan Z1. Imagens com 20 vezes de aumento. 
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resposta ao DEXA, mas podemos sugerir que independente do 

tipo celular onde a proliferação é observada, existe uma 

dependência do HNF4α para este processo proliferativo.  

Após essas observações, decidimos voltar nossa atenção 

para a expressão de genes relacionados com a plasticidade 

pancreática. Primeiramente avaliamos a expressão gênica do 

HNF4-α em ilhotas de animais WT e KO, tratados ou não com 

DEXA e observamos uma tendência no aumento da expressão 

nos animais CD (Fig. 7A) sugerindo que o DEXA aumenta vias 

que culminam no aumento da expressão do HNF4α. Esse fato 

corrobora nossa hipótese de que o HNF4α é necessário para a 

ação da DEXA no quesito expansão de massa de célula β, embora 

existam dados contrários na literatura que mostram que a 

fosforilação e, consequente inativação do HNF4α, pela via da 

ERK1/2 podem induzir a proliferação e a sobrevivência celular 

(Vető et al., 2017).  Vale ressaltar que nem atividade do HNF4α 

nem o seu estado fosforilado foram avaliados, mas apenas a sua 

expressão gênica.  

Ademais, alguns estudos trazem que o gene do HNF4α 

pode ser ativado através dos receptores de GC no fígado (Bailly 

et al., 2009) e, linhagem celular de hepatócito expostas à DEXA 

apresentaram redução no mRNA para o HNF4α (Oyadomari et 

al., 2000). O efeito da DEXA sobre a expressão/atividade do 

HNF4α em células β pancreática ainda é desconhecido e nossos 

dados sugerem que, assim como observado em hepatócitos, a 

DEXA parece aumentar o mRNA para o HNF4α. 

 

Após a análise da expressão do mRNA do HNF4α, nós 

investigamos a expressão gênica dos hormônios glucagon e 

somatostatina, produzidos pelas células α e δ pancreáticas, 

respectivamente. Nossos dados mostraram que o tratamento com 

DEXA teve uma tendência de aumentar (para GCG: p>0.07; para 

STT: p>0.094), em comparação com o grupo CS, a expressão dos 

dois hormônios estudados apenas em animais CD, porém, 

nenhuma alteração foi observada nos animais deficientes para o 

HNF4α (Fig. 7B). Esses experimentos indicam que, como 

observado na análise das imagens de IHQ (Fig. 6), o tratamento 

com DEXA parece induzir uma plasticidade na ilhota 

pancreática, sugerindo que a expansão de massa de célula β 

induzida pela RI pode se dar não somente pela proliferação de 
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células β já existentes, mas também pela conversão de células 

não-β em células β-like.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Uma possível ação do GC sobre a neogênese de célula β 

foi recentemente publicada. Neste trabalho os autores mostram 

que a exposição crônica à corticosterona induz neogênese de 

células β e, inclusive, pode reverter parcialmente o DM induzido 

por estreptozotocina (Courty et al., 2019). Nossos resultados 

apontam que esse processo de plasticidade pancreática induzido 

por GC é, ao menos em parte, dependente da ação do HNF4α e 

estão em consonância com a literatura. Como já relatado, sabe-se 

que células α in vitro se transformam em células β-like após a 

superexpressão artificial do HNF4α (Sangan et al., 2015).  

Posteriormente à observação de alteração na expressão 

gênica de hormônios pancreáticos, investigamos a expressão 

gênica de FT chave no processo de plasticidade pancreática. 

Analisamos então a expressão 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 

Figura 7. Expressão gênica em 

Animais knockout tratados ou não 

com Dexametasona. Análise da 

expressão gênica do HNF4α (A), GCG 

e STT (B) e PDX1, PAX4, ARX, 

NGN3 e HHEX (C) em ilhotas de 

animais CS, CD, KS e KD. 

 A expressão gênica foi realizada por RT-PCR Real Time e, o valor da 

expressão do HNF4α foi normalizado pela expressão do GAPDH. Dados 

apresentados como média ± SEM, em relação ao CS. *p>0.05 vs CS. @ 

p>0.05 vs KD. 
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apenas nos animais wildtype, sugerindo que o HNF4α participa 

deste processo (Fig. 7C). 

O PDX, também conhecido como IPF1 (Insulin 
Promoter Fator 1) desempenha um papel fundamental no período 

inicial da embriogênese – nas chamadas células multipotentes 

progenitoras pancreáticas -  tanto  para o desenvolvimento do 

pâncreas exócrino como para as células endócrinas,  incluindo as 

células β (Oliver-Krasinski e Stoffers, 2008; Bramswig et al., 
2013; Zhu et al., 2017). Nas células β, o PDX1 é fundamental 

para a expressão do gene da insulina, ligando-se a elementos 

regulatórios e modulando a transcrição do gene da insulina. Em 

modelos de animais adultos, a depleção ou redução do PDX1, nas 

células β, induz intolerância à glicose, fato que mostra o papel 

deste FT na homeostase da glicose (Zhu et al., 2017). No cenário 

da plasticidade pancreática, sabe-se que a deleção do PDX1, 

especificamente em células β, promove redução da massa deste 

tipo celular e aumento do número de células α; já a sua 

deficiência em células α leva ao desenvolvimento de células β 

(Bramswig e Kaestner, 2011). Com isso, podemos afirmar que 

existe uma correlação positiva entre a expressão de PDX1 e a 

quantidade de células produtoras de insulina. Quando 

confrontamos esses dados com nossos achados, podemos inferir 

que o tratamento com DEXA realmente promoveu um aumento 

nos níveis de mRNA para o PDX1 e que isso, provavelmente, 

esta interligado com a expansão de massa de célula β observado 

na Fig.6. Ainda, podemos inferir que esse processo é dependente 

de HNF4α, pois não se observou nem expansão de célula β, nem 

aumento do mRNA para o PDX1 nos animais KD.  

Já o FT NGN3 é fundamental para o desenvolvimento da 

linhagem de células endócrinas do pâncreas de humanos e 

camundongos, por isso, altos níveis de sua expressão são vistos 

apenas no desenvolvimento embrionário, não sendo expresso em 

células α e β já diferenciadas. A NGN3 também controla a 

diferenciação e a regeneração das células da ilhota pancreática, 

participando do processo de plasticidade (Vieira et al, 2018). O 

fato do tratamento com DEXA promover o aumento da expressão 

do mRNA para a NGN3 indica que este GC pode induzir o 

aparecimento de células pré-endócrinas na ilhota, que por sua vez 

podem se diferenciar em qualquer um dos tipos celulares da 

porção endócrina. A expressão forçada da NGN3 em embrião de 
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camundongos promove a diferenciação de células endócrinas 

pancreáticas, especialmente células α e diminuição de células 

exócrinas (Zhu et al., 2017). Isso pode explicar a observação feita 

na Fig.6 e na Fig. 7B, onde o tratamento com DEXA parece 

aumentar a expressão de glucagon. Mais uma vez, esse processo 

indica uma plasticidade induzida pela DEXA e dependente do FT 

HNF4α. 

Por outro lado, não observamos diferença estatística na 

análise da expressão dos FT PAX4, ARX e HHEX, apenas uma 

tendência da ação da DEXA com a participação do HNF4α. 

Nossos experimentos de RT-PCR Real Time refletem três 

experimentos independentes e, portanto, mais experimentos 

devem ser realizados acerca destes FT para poder inferir qualquer 

consequência de suas alterações. Esses FT também estão 

relacionados com o desenvolvimento do pâncreas e com 

processos de plasticidade pancreática. 

O FT PAX4 está presente em células β maduras e é 

fundamental para o fenótipo deste tipo celular (Collombat et al., 

2009). Já o FT ARX, presente em células α, é crucial para as 

células α manterem seu fenótipo (Spijker et al., 2013). Ainda, a 

modulação artificial destes FT promove conversão entre os tipos 

celulares da ilhota, a saber: (a) a superexpressão do FT ARX em 

célula β promove alterações para células α e, (b) superexpessão 

de PAX4 em célula α leva ao aumento do número de células β 

(Bramswig e Kaestner, 2011).  

Já o HHEX é um fator de transcrição que regula o 

desenvolvimento de diversos órgãos incluindo o pâncreas, sendo 

importante para a diferenciação das células δ (Zhang et al., 2014). 

Em nossos experimentos não houve diferença significante entre 

os grupos (Fig. 7C), apenas uma tendência no aumento do HHEX 

induzida pelo DEXA, de maneira dependente ao HNF4α. 
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6. CONCLUSÃO E PERSPECTIVAS 

 

Diante do exposto, concluímos que O HNF4α é uma peça-chave 

importante no processo de expansão de célula produtora de 

insulina, em modelo de RI induzida por glicocorticoide e, que 

esta expansão dependente de HNF4α parece envolver tanto 

proliferação de células β já existentes, como processos de 

plasticidade pancreática. Isso indica que, por promover 

regeneração de célula β pancreática, o HNF4α é um importante 

alvo terapêutico para o tratamento/cura de qualquer forma de 

DM.  
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