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RESUMO

O diabetes mellitus € uma doenca caracterizada por alteracdes na secrecao e/ou agcao
da insulina, sendo a disfungao das células beta pancreaticas um dos principais fatores
envolvidos em sua fisiopatologia. Nesse contexto, a compreensdo dos mecanismos
responsaveis pela maturacdo funcional dessas células é fundamental para o
desenvolvimento de estratégias de terapia celular. O presente estudo avaliou a
participagéo da via de sinalizagao Ca?*/CaMKII/CREB durante a maturagao pés-natal
de células beta pancreaticas. Para isso, ilhotas pancreaticas foram isoladas de
camundongos C57BL/6J em diferentes estagios de desenvolvimento pds-natal (P3,
P9, P20, P28 e P45-60), cultivadas e submetidas a condi¢bes de baixa e alta
concentracdo de glicose. A expressao proteica de CaMKIl, sua forma fosforilada
(pCaMKIl) e o fator de transcrigdo fosforilado pCREB foram avaliados por Western
blot. Os resultados indicaram uma tendéncia de aumento da expressao total de
CaMKIl em estagios mais avangados do desenvolvimento, especialmente em animais
P28 e adultos. Em contrapartida, os grupos neonatais apresentaram maior propor¢ao
de CaMKlIl fosforilada em relacdo ao conteudo total da proteina. A analise da resposta
ao estimulo glicémico revelou maior ativagao de pCaMKIl e pCREB em ilhotas de
animais adultos quando comparadas as de animais neonatais, sugerindo uma maior
capacidade de resposta a glicose nas fases mais maduras do desenvolvimento. Esses
achados indicam que a ativagao da via Ca?*/CaMKII/CREB acompanha o processo de
maturacdo funcional das células beta pancreaticas, estando potencialmente
associada a aquisicao da capacidade de responder adequadamente aos estimulos
glicémicos. Embora os resultados sejam descritivos devido ao numero reduzido de
amostras, o estudo contribui para a compreensido dos mecanismos moleculares
envolvidos na maturacao das células beta e fornece subsidios para futuras estratégias
voltadas a obtencédo de células beta funcionalmente maduras para aplicagdo em
terapias celulares do diabetes mellitus.

Palavras-chave: diabetes mellitus; secrecao de insulina; calcio; ipsc-beta.



ABSTRACT

Diabetes mellitus is a disease characterized by alterations in insulin secretion and/or
action, with pancreatic beta-cell dysfunction representing one of the main factors
involved in its pathophysiology. In this context, understanding the mechanisms
responsible for the functional maturation of these cells is essential for the development
of cell-based therapeutic strategies. The present study evaluated the involvement of
the Ca?*/CaMKII/CREB signaling pathway during the postnatal maturation of
pancreatic beta cells. To achieve this, pancreatic islets were isolated from C57BL/6J
mice at different postnatal developmental stages (P3, P9, P20, P28, and P45-60),
cultured, and exposed to low- and high-glucose conditions. The protein expression of
CaMKIl, its phosphorylated form (pCaMKIl), and the phosphorylated transcription
factor pPCREB were assessed by Western blot analysis. The results indicated a trend
toward increased total CaMKIl expression in more advanced developmental stages,
particularly in P28 and adult animals. In contrast, neonatal groups exhibited a higher
proportion of phosphorylated CaMKII relative to total protein content. Analysis of the
response to glucose stimulation revealed greater activation of both pCaMKIIl and
pCREB in islets from adult animals compared with neonatal animals, suggesting a
higher glucose responsiveness in more mature developmental stages. These findings
indicate that activation of the Ca?*/CaMKII/CREB pathway accompanies the process
of functional maturation of pancreatic beta cells and may be associated with the
acquisition of the ability to respond appropriately to glycemic stimuli. Although the
results are descriptive due to the limited number of samples analyzed, this study
contributes to the understanding of the molecular mechanisms involved in beta-cell
maturation and provides a foundation for future strategies aimed at generating
functionally mature beta cells for diabetes mellitus cell therapy applications.

Keywords: diabetes mellitus; insulin secretion; calcium; ipsc-beta.



DM
DMA1
DM2
hPSCs-f3
hPSCs
GSIS
KATP
CaM
CamKiII
CREB

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Diabetes mellitus

Diabetes mellitus do tipo 1

Diabetes mellitus do tipo 2

Células beta produtoras de insulina provenientes de células-tronco
Células-tronco humanas pluripotentes

Secrecgao de insulina estimulada pela glicose

Canais de potassio sensiveis ao ATP

Calmodulina

Proteina quinase Il dependente de calcio/calmodulina

cAMP response element-binding protein



1.1
1.2
1.3
1.4

4.1
4.2

5.1
5.2
5.3
54
5.5
5.6

6.1
6.2

SUMARIO

INTRODUGAD.........coeeiirecesresaesss e ssessssessessssessessssesassssssssessssssssssssssssssneas 10
DIABETES MELLITUS ..ottt 10
CELULAS BETA PANCREATICA E SUA MATURACAO FUNCIONAL ......11
SINALIZACAO POR CALCIO E CALMODULINA .......coooviioeieeeeeeeeenn 12
CAMKII E MATURAGCAO DE CELULAS BETA .....oooiieeeeeeeeeeeeee e, 14
JUSTIFICATIVA ...ttt ss s sas s se s s s s s s sae s sassnnis 15
HIPOTESE ...t sess s e s es s se s sessse s sas e ssssesssssssssssssssssssnnas 16
OBUETIVOS......ocieccereiree e s s sess s sssssss e s sssssssssesssasssssssessssssssssenes 16
OBUETIVO GERAL ..ot 16
OBJETIVOS ESPECIFICOS ...t 17
MATERIAIS E METODOS .......ccoviueieeccnraeeesssesssesssssessssessssssssssssssssssnas 17
ANIMAIS ..ot 17
DELINEAMENTO EXPERIMENTAL ..ot e, 17
ISOLAMENTO DE ILHOTAS PANCREATICAS......oovieieieeeeeeeeeee e 19
CULTURA DAS ILHOTAS PANCREATICAS......coooviieeeeeeeeeeeeee e 20
WESTERN BLOT ...ttt 20
ANALISE ESTATISTICA ..o, 21
RESULTADOS .....cooiitcecictees e sss s sss s ssssss e ssssssssssssssssssssssssssssssesssnsans 22
EXPRESSAO PROTEICA E FOSFORILACAO DA PROTEINA CAMKII....22
FOSFORILACAO DO FATOR DE TRANSCRICAO CREB..........c.cccco.o...... 23
DISCUSSAD.......coeceiirreirisreses e s sse s e sss s s ssssssessssssssssssssssssssasessasans 24
(0301 N[0 I 1 157X o 2T 27
= = 3 N0 1. X 3 28

APENDICE A - MEMBRANAS CORADAS COM PONCEAU UTILIZADAS
PARA NORMALIZAGAO DOS ENSAIOS DE WESTERN BLOT .............. 34



10

1INTRODUGAO

1.1 DIABETES MELLITUS

O diabetes mellitus (DM) € uma doenca de etiologia multifatorial caracterizada
por hiperglicemia crénica com alteragdes no metabolismo de carboidratos, lipidios e
proteinas (World Health Organization, 1999). Sua ocorréncia esta relacionada a
deficiéncia na secrecao de insulina, a reducdo desse hormdnio ou a combinagao de
ambos os mecanismos. O DM pode ser classificado em diferentes tipos, sendo os
mais prevalentes o diabetes mellitus do tipo 1 (DM1) e o diabetes mellitus do tipo 2
(DM2). O DM1 corresponde aproximadamente a 10-20% dos casos e resulta de um
processo de destruicao autoimune das células beta pancreaticas. O DM2, por sua vez,
representa cerca de 80-90% do total dos casos, e caracteriza-se pela disfungao das
células beta pancreaticas associado a resisténcia a insulina, além de fatores como
obesidade, estilo de vida e outros fatores ambientais (Eizirik; Pasquali; Cnop, 2020).

Em 2022 estimava-se que aproximadamente 828 milhdes de adultos viviam
com DM em todo o mundo (Zhou et al., 2024). Esse numero expressivo reflete, em
grande parte, o crescimento continuo da prevaléncia do DM2, que representa um
importante desafio para os sistemas de saude em escala global (Lovic et al., 2020). O
Brasil acompanha essa tendéncia mundial e, estima-se que possui 10% de sua
populagdo adulta apresentando algum tipo de DM com uma projegao de que esse
numero possa dobrar até 2050 (Magliano; Boyko, 2025).

Embora avangos significativos tenham sido alcangados no tratamento da
doenca, o DM ainda nao possui cura definitiva. As abordagens terapéuticas
atualmente disponiveis concentram-se, principalmente, no controle glicémico por meio
da administracido de insulina, especialmente em individuos com DM1, e da utilizagao
de agentes hipoglicemiantes orais no tratamento do DM2. Apesar de sua eficacia no
manejo da glicemia, essas estratégias ndo restauram a massa funcional de células
beta pancreaticas perdida ou comprometida durante a progressao da doenca.

Dessa forma, a reposi¢cao de células beta tem sido amplamente investigada
como uma alternativa terapéutica capaz de atuar diretamente no tratamento de
qualquer forma de DM. Nesse contexto, o transplante de células beta pancreaticas
provenientes de doadores cadavéricos demonstrou potencial para restaurar a

producao de insulina. Entretanto, sua aplicacéo clinica permanece limitada devido a
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escassez de doadores, a reduzida viabilidade celular apdés o transplante e a
necessidade de imunossupressao prolongada dos pacientes receptores (Lee; Yoon,
2022).

Como alternativa, o uso de células beta produtoras de insulina derivadas de
células-tronco induzidas humanas pluripotentes (iPSCs-beta) tem emergido como
uma estratégia promissora para a terapia celular do diabetes. Essas células
representam uma fonte potencialmente ilimitada para reposi¢éo celular, contornando
parte das limitagdes associadas a disponibilidade de doadores. No entanto, apesar
dos avancos obtidos nos protocolos de diferenciagao, as iPSCs-beta frequentemente
apresentam caracteristicas funcionais imaturas quando comparadas as células beta
pancreaticas adultas (Jiang; Jiang, 2023). Como consequéncia, sua capacidade de
detectar variagdes glicémicas e secretar insulina de maneira adequada permanece
reduzida, comprometendo sua eficacia terapéutica (Karimova; Gvazava; Vorotelyak,
2022).

A limitagdo funcional observada em iPSCs-beta evidencia a necessidade de
compreender os processos biolégicos que caracterizam uma célula beta plenamente
madura. Entre essas caracteristicas, destaca-se a capacidade de detectar alteragcbes
na concentragao de glicose circulante e responder de maneira eficiente por meio da
secrecao regulada de insulina. Dessa forma, torna-se essencial discutir os
mecanismos fisioldgicos que governam a fung¢ado das células beta pancreaticas e sua

aquisi¢ao durante o processo de maturagao celular.

1.2 CELULAS BETA PANCREATICA E SUA MATURAGCAO FUNCIONAL

As células betas pancreaticas desempenham um papel fundamental na
manutencdo da homeostase glicémica. Localizadas nas ilhotas de Langerhans, essas
células constituem a unica fonte de insulina do organismo, horménio responsavel por
promover a captagdo e o armazenamento de glicose pelos tecidos periféricos,
contribuindo para a manutengao da glicemia dentro de limites fisiologicos (Kaestner et
al., 2021).

A principal fungéo das células beta é detectar alteragdes na concentragéo de
glicose circulante e responder por meio da secregao regulada de insulina. Esse
processo, denominado secreg¢do de insulina estimulada pela glicose (Glucose-

Stimulated Insulin Secretion, GSIS), depende de uma complexa rede de mecanismos
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metabdlicos e eletrofisiolégicos que permitem as células beta ajustar sua atividade
secretora de acordo com as necessidades metabdlicas do organismo (Campbell;
Newgard, 2021). Além de sua importancia para a regulagéo da glicemia, uma GSIS
eficiente € considerada uma das principais caracteristicas de células beta
funcionalmente maduras e esse parametro € amplamente utilizado como indicador de
maturagao celular (Salinno et al., 2019).

De maneira simplificada, a GSIS € iniciada pela captacdo e metabolizacado da
glicose pelas células beta, resultando no aumento da razdo ATP/ADP intracelular.
Esse evento promove o fechamento dos canais de potassio sensiveis ao ATP (KATP),
levando a despolarizagdo da membrana plasmatica. Como consequéncia, ocorre a
abertura dos canais de calcio dependentes de voltagem, permitindo o influxo de calcio
(Ca?*) para o citoplasma celular (Wortham; Sander, 2021). O aumento da
concentracado intracelular de calcio constitui o principal sinal desencadeador da
exocitose dos granulos de insulina, promovendo a fusdo dessas vesiculas com a
membrana plasmatica e a subsequente liberagdo do hormdnio para a corrente
sanguinea (Ashcroft; Rorsman, 2012).

Além de seu papel na secrecao de insulina, o calcio atua como um importante
segundo mensageiro em diversos processos celulares relacionados a sobrevivéncia,
proliferacao, diferenciacdo e maturacao funcional das células beta (Klec et al., 2019).
Alteragdes na dinamica intracelular desse ion podem comprometer tanto a capacidade
secretora quanto a aquisi¢cao de caracteristicas tipicas de células beta maduras,
evidenciando a importancia das vias de sinalizacido dependentes de calcio para a

manutencao da funcionalidade dessas células (Mu-u-min et al., 2023).

1.3 SINALIZAGCAO POR CALCIO E CALMODULINA

O Ca?" é um dos principais ions sinalizadores intracelulares, atuando como
segundo mensageiro em uma ampla variedade de processos celulares, incluindo
secrecdo, metabolismo, proliferagdo, diferenciacdo e morte celular programada
(Berridge, 2012). Nas células beta pancreaticas, a dinamica do Ca*" desempenha
papel central na secrecdo de insulina e na manutencédo da funcao celular, sendo
essencial para a conversdao de estimulos metabdlicos em respostas secretorias

apropriadas (Rorsman; Braun, 2013).
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A sinalizagdo por calcio é altamente regulada, uma vez que pequenas
variacdes na concentracao citosolica de Ca?* podem desencadear respostas celulares
especificas. Em condicbes basais, os niveis intracelulares de Ca?* sdo mantidos
baixos, enquanto estimulos fisiolégicos promovem aumentos rapidos e transitorios
desse ion, gerando sinais espaciais e temporais altamente controlados (Mdller et al.,
2023).

A transducgao dos sinais mediados por calcio depende da acao de proteinas
sensoras especializadas capazes de converter alteragbes na concentragao
intracelular desse ion em respostas bioldgicas especificas. Entre essas proteinas,
destaca-se a calmodulina (CaM), uma proteina ligadora de calcio altamente
conservada que atua como reguladora central de multiplas vias de sinalizagao
intracelular. Por meio da interagdo com diversos alvos moleculares, a CaM participa
da regulacdo de processos fundamentais para a fisiologia celular, incluindo
mecanismos relacionados a secre¢cdo hormonal, expressdo génica, diferenciagéo
celular e aquisicdo da maturidade funcional (Niki; Hidaka, 1999; |devall-Hagren;
Tengholm, 2020; Valverde; Malaisse, 1984).

Uma vez ativada pelo Ca?*, a calmodulina regula diversas enzimas e vias de
sinalizacao, incluindo quinases, fosfatases e proteinas envolvidas no trafego vesicular
€ na expressdo génica. Essa versatilidade permite que a CaM atue como um
integrador central da sinalizagdo intracelular dependente de calcio, modulando
processos essenciais para a fungao celular (Marcelo; Means; York, 2016).

Nas células beta pancreaticas, a sinalizagdo mediada por Ca?*/calmodulina
esta intimamente relacionada ao controle da secrecao de insulina e a regulagao da
excitabilidade celular. Evidéncias sugerem que complexos Ca?*-CaM participam da
modulagdo da maquinaria exocitica e de vias intracelulares envolvidas na resposta
secretoria a glicose (Hisatomi; Hidaka, 1996).

Além disso, a via Ca?*/calmodulina desempenha papel importante na ativacao
de quinases dependentes de calmodulina, como a CaMKII, que tém sido associadas
a regulacao de processos de plasticidade celular, metabolismo e maturagao funcional
em diferentes tipos celulares (lllario et al., 2009). Dessa forma, a sinalizagao por calcio
e calmodulina ndo apenas regula a secregao de insulina, mas também pode estar
envolvida em processos mais amplos relacionados a aquisicdo e manutengao do

fendtipo maduro das células beta pancreaticas.
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1.4  CAMKII E MATURACAO DE CELULAS BETA

Diversos fatores podem afetar a maturagéo e funcionalidade das células beta
pancreaticas, incluindo fatores ambientais, metabdlicos e regulatorios de natureza
transcricional (Jaafar et al., 2019). Entre os componentes envolvidos na integracéo
dessas vias, destaca-se a CaMKIl, uma quinase inicialmente estudada no sistema
nervoso central, onde desempenha papéis fundamentais em processos como
plasticidade sinaptica e memaria celular (Yasuda; Hayashi; Hell, 2022).

Apesar de sua associagao classica com neurénios, a CaMKIl é uma enzima
amplamente expressa em diversos tipos de celulares e participando de multiplas vias
de sinalizacao intracelular. Nesse contexto, sua principal fungdo esta relacionada a
traducdo de sinais de calcio em respostas bioquimicas e funcionais especificas,
atuando como um importante modulador de processos dependentes de Ca?* (Swulius;
Waxham, 2008).

Nas células beta pancreaticas, a sinalizagdo mediada por CaMKIl tem sido
associada a GSIS. Evidéncias experimentais em camundongos demonstram que a
inibicdo ou delegdo da CaMKII compromete significativamente a tolerancia a glicose,
em parte devido a reducdo da GSIS, indicando seu papel funcional na atividade
secretora dessas células (Dadi et al., 2014). Esses achados reforcam a importancia
da via Ca?*/CaMKII na fisiologia das células beta.

A CaMKIl é uma serina/treonina quinase multifuncional ativada pela ligagcéo do
complexo Ca?*/CaM ao seu dominio regulatério. Em condi¢des basais, essa enzima
permanece em um estado autoinibido, onde o dominio regulatério bloqueia o sitio
catalitico, impedindo sua atividade. O aumento da concentragao intracelular de Ca%*
promove a formacao do complexo Ca?*/CaM, que se liga a CaMKII e induz alteracbes
conformacionais capazes de expor o dominio catalitico e ativar a enzima (Hudmon;
Schulman, 2002).

Apos sua ativagao, subunidades adjacentes da CaMKIlI promovem a
autofosforilagao da treonina 286 (Thr286), um dos principais sitios regulatorios dessa
proteina. Essa modificagdo confere a CaMKI| atividade autbnoma parcial, permitindo
que a enzima permanec¢a ativa mesmo apoés a reducao dos niveis intracelulares de
Ca?" e a dissociagao da calmodulina (Lou; Lloyd; Schulman, 1986). Além disso, a

fosforilagdo da Thr286 aumenta a afinidade da CaMKII pela calmodulina, fenébmeno
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denominado calmodulin trapping, prolongando a duragao da sinalizagao intracelular
dependente de calcio (Meyer et al., 1992).

Em contrapartida, a autofosforilagdo dos sitios Thr305 e Thr306, localizados na
regido responsavel pela ligagdo da calmodulina, reduz a capacidade de associagao
do complexo Ca?*/CaM a enzima, contribuindo para sua inativagéo e para o controle
da sensibilidade a novos estimulos de calcio (Colbran et al., 1989). Dessa forma, por
meio de mecanismos de autofosforilagdo e autorregulagcédo, a CaMKIl atua como um
importante decodificador dos sinais de Ca?*, convertendo alteragdes transitorias na
concentracao intracelular desse ion em respostas celulares mais duradouras (Rostas;
Skelding, 2023).

Um dos principais alvos downstream da CaMKI| é o fator de transcricdo CREB
(cAMP response element-binding protein), uma proteina amplamente reconhecida por
sua participagdo na regulagcdo da expressao génica associada a sobrevivéncia,
proliferagdo e diferenciacao celular (Shin et al., 2014). A ativacdo do CREB pode
ocorrer por meio da fosforilagdo mediada por CamKIll integrando assim sinais de Ca?*
a regulacéo transcricional (Suefuji et al., 2012).

Nas células beta pancreaticas, o CREB desempenha papel essencial na
manutengdo da funcao celular, sendo considerado um regulador importante da
identidade e da resposta secretoria dessas células. Além disso, sua ativacdo esta
associada a processos de desenvolvimento e maturacgao celular, incluindo proliferagao
e sobrevivéncia de células beta (Jansson et al., 2008). Dessa forma, a via
Ca?*/CaMKII/CREB emerge como um eixo funcional relevante na integragéo entre

sinalizagao de calcio, secrec¢ao de insulina e maturagao das células beta pancreaticas.

2JUSTIFICATIVA

A maturacao funcional das células beta pancreaticas € um processo essencial
para a aquisicao de uma secrecao eficiente e responsiva de insulina frente a estimulos
glicémicos e, estudar esse processo de ganho de fungao é crucial para a geragao de
células iPSC-beta viaveis para transplante em pacientes diabéticos.

Evidéncias da literatura indicam que a sinalizacao intracelular mediada por Ca?*
desempenha papel central nesse processo de maturacéo, especialmente por meio da
ativagao de proteinas como a CaMKIl e de fatores de transcricdo como o CREB, os
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quais estdo envolvidos na regulagado da GSIS, da expressao génica e da manutengao
da identidade celular.

Como visto anteriormente, estudos experimentais sugerem que alteragdes na
atividade da CaMKII podem impactar diretamente a capacidade secretéria das células
beta, enquanto a ativacdo do CREB esta associada a sobrevivéncia, proliferacédo e
regulacéo transcricional dessas células. No entanto, ainda n&o esta completamente
elucidado de que forma a integracéo entre a via Ca?*/CaMKIl e a ativagdo do CREB
contribui para os diferentes estagios de maturagao das células beta pancreaticas.

Dessa forma, a investigagdo desses mecanismos pode contribuir para uma
melhor compreensao dos processos envolvidos no desenvolvimento funcional das
células beta, sendo potencialmente relevante para estratégias de terapia celular

voltadas ao diabetes mellitus.

3HIPOTESE

Hipotetizamos que a ativagédo da via Ca?*/CaMKI| esta diretamente associada
ao processo de maturacado funcional das células beta pancreaticas, influenciando
positivamente a GSIS. Além disso, a ativacao do fator de transcricdo CREB ocorrera
de maneira dependente da sinalizagdo mediada por CaMKIl, contribuindo para a
regulacdo da expressao génica relacionada a funcdo e maturacdo dessas células.
Adicionalmente, espera-se que a expressao e/ou atividade de CaMKIl e CREB varie
de acordo com o estagio de desenvolvimento das células beta, sendo mais evidente

em condi¢des que favoregam a maturagao e resposta glicémica adequada.

40OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a expressao proteica de CamKIll, pCamKIl e phospho-CREB em
diferentes estagios de desenvolvimento das células beta pancreaticas de
camundongos C57BL/6J, bem como seu estado de ativagdo, a fim de avaliar a

maturagao dessas células.



17

4.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

Com o intuito de investigar a participagao das vias de sinalizagdo dependentes
de calcio na maturagao das células beta pancreaticas, foram definidos os seguintes
objetivos especificos:

e Avaliar a expresséao proteica de CaMKII total em diferentes estagios de
desenvolvimento de células beta pancreaticas;

¢ Quantificar a ativagdo da CaMKIl por meio da analise da sua forma
fosforilada (pCaMKII) nos mesmos estagios;

¢ Analisar a expressao do fator de transcrigdo CREB fosforilado (pCREB)
como marcador de ativacao de vias de sinalizagao dependentes de Ca?*

em células beta pancreaticas.

5MATERIAIS E METODOS

5.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6J, provenientes do
Biotério Setorial de camundongos do Departamento de Ciéncias Fisiolégicas da
Universidade Federal de Santa Catarina (CFS/UFSC). A partir dessas matrizes, foram
gerados os animais utilizados nesse projeto. Todos os procedimentos realizados
foram realizados em conformidade com as normas éticas vigentes para o uso de
animais em pesquisa, apos aprovagéo pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
UFSC (CEUA/UFSC) sob protocolo numero 2465200522.

5.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

As ilhotas pancreaticas foram isoladas de camundongos C57BL/6J em
diferentes estagios de desenvolvimento pds-natal, correspondentes aos dias P3, P9,
P20, P28 e P45-P60 (adultos). Os animais foram obtidos por cruzamento controlado
de casais mantidos em caixas individuais. Apds a confirmag¢ao de prenhez, o macho
foi separado da fémea, e o nascimento da prole foi considerado como dia pds-natal 1
(P1). Os filhotes foram acompanhados diariamente até atingirem os estagios

experimentais definidos. Para animais do grupo P3 no terceiro dia (P3) os filhotes
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foram recolhidos, sedados com isoflurano e em seguida eutanasiados por meio de

decapitagdo com tesoura afiada, foram utilizadas ninhadas apenas com mais de 5

animais (FIG. 1A). Para animais do grupo P9 no nono dia (P9) os filhotes foram
recolhidos, sedados com isoflurano e em seguida eutanasiados por meio de
decapitagdo com tesoura afiada, sendo utilizadas ninhadas apenas com mais de 5

animais (FIG. 1B). Para animais do grupo P20 no vigésimo dia (P20), um dia antes do

desmame, os filhotes foram recolhidos, sedados com isoflurano e em seguida

eutanasiados por meio de decapitagdo com tesoura afiada (FIG. 1C). Para animais do

grupo P28 no 21° dia (P21) os animais foram desmamados e colocados em caixas de
no maximo 5 animais do mesmo sexo. E no vigésimo oitavo dia (P28) esses animais
foram recolhidos sedados com isoflurano e eutanasiados por meio de deslocamento

da cervical (FIG. 1D). Para animais do grupo Adulto no 21°dia (P21) os animais foram

desmamados e colocados em caixas de no maximo 5 animais do mesmo sexo. E a
partir de 45 dias eles ja estavam disponiveis para serem usados nos experimentos,
até completarem 60 dias de vida. Antes do isolamento das ilhotas pancreaticas, os
animais foram sedados com isoflurano e eutanasiados por meio de deslocamento da
cervical (FIG. 1D).

Figura 1: Delineamento experimental
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Fonte: Imagem elaborada pelo autor.

Legenda: Delineamento experimental dos camundongos C57BL/6J: processamento de amostras de
animais com 3 dias de vida (A). Processamento de amostras de animais com 9 dias de vida (B).
Processamento de amostras de animais com 20 dias de vida (C). Processamento de amostras de
animais adultos e P28 (D).
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5.3 ISOLAMENTO DE ILHOTAS PANCREATICAS

llhotas pancreaticas de neonatos P3: primeiramente os animais foram
eutanasiados por decapitacdo com tesoura e a dissecag¢ao do pancreas aconteceu de
forma manual. Apds a dissecagao, o pancreas foi cortado entre 200-300 vezes e
embebido em 3 a 4mL de solugédo de colagenase (Sigma-Aldrich, C9263) 0,5mg/mL
de Hank's Balanced Salt Solution (Solugdo salina balanceada de hank- HBSS)
(CaCl2*2H20 [1M]; MgS04*7H20 [1M]; Na2HPO4*12H20 [1M]; KH2PO4 [1M];
NaHCO3 [1M]; NaCl [1M]; KCI [1M]). Para a digestao e separacao da parte exdcrina
e enddcrina, a amostra foi levada ao vortex por 5 segundos, colocadas em banho-
maria com temperatura de 37°C por 5 minutos, seguido de vértex por mais 3 segundos
e mais 1 minuto em banho-maria. Posteriormente, foi adicionado a stop solution
(HBSS + 10% Soro Fetal Bovino (SFB)) para encerrar o processo de digestao. A etapa
seguinte consistia nas lavagens, onde a amostra foi submetida a trés centrifugagdes
de 1300 rpm por 5 minutos a 4°C, a primeira centrifugagéo foi feita com a stop solution
e as duas ultimas foram somente com a solu¢ao de HBSS. Sendo coletadas somente
apods a cultura, devido ao nivel de desenvolvimento desses animais.

llhotas pancreaticas de neonatos P9 e P20: apds a eutanasia por decapitagao
com tesoura, a dissecacao do pancreas aconteceu de forma manual. Logo depois, o
pancreas foi cortado entre 200-300 vezes e embebido em 3 a 4 mL de solugado de
colagenase 0,6 mg/mL de HBSS. Depois, foi levado ao vortex por 20 segundos,
colocados em banho-maria com temperatura de 37°C por 6 minutos, seguido de vortex
por mais 10 segundos e mais 2 minutos em banho-maria para a digestdo da parte
exocrina e separacao da parte endodcrina. Apds esse processo, foi adicionado a stop
solution (HBSS + 10% SFB) para encerrar o processo de digestédo. A etapa seguinte
consistia nas lavagens, onde a amostra foi submetida a trés centrifugacdes de
1300rpm por 5 minutos a 4 °C, a primeira centrifugacao foi com a stop solution e as
duas ultimas foram somente com a solugdo HBSS. Sendo coletadas somente apds a
cultura, devido ao nivel de desenvolvimento desses animais.

llhotas pancreaticas de P28 e Adultos: primeiramente os animais foram
anestesiados com isofluorano e em seguida foram eutanasiados por deslocamento da
cervical. Antes da dissecagao do pancreas, ele foi inflado com 3 a 4 ml de solucéo de
colagenase 0,8 mg/ml de HBSS. Apd6s a dissecagao, o pancreas foi levado para o

banho-maria com temperatura de 37 °C por 16 minutos, agitado por mais 1 minuto
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dentro do banho maria, além de serem agitadas manualmente 30 vezes no final do
processo para a digestdo e separagao da parte exdcrina e enddcrina. Apos esse
tempo, foi adicionado a stop solution (HBSS + 10% SFB) para encerrar o processo de
digestdo. A etapa seguinte consistia nas lavagens, onde a amostra foi submetida a
trés centrifugacdes de 1300rpm por 5 minutos a 4°C, a primeira centrifugacao foi com

a stop solution e as duas ultimas foram somente com a solugao HBSS.

54 CULTURA DAS ILHOTAS PANCREATICAS

Apos o isolamento, as ilhotas foram coletadas manualmente com micropipetas
e depois, em todos os estagios de desenvolvimento analisados, foram mantidas em
cultura celular (37°C e 5% de CO2) por 24h. As ilhotas foram cultivadas em meio RPMI
1640 Medium, GlutaMAX™ Supplement (1X) (Gibco; Cod. 72400047) com

bicarbonato de sddio, glutamina, antibiético (1%).

5.5 WESTERN BLOT

ApoOs a coleta, as ilhotas foram incubadas em tampao Krebs-Ringer (KRBH)
balanceado com HEPES (NaCl [115 mmol/L], KCI [5 mmol/L], NaHCO3 [24 mmol/L],
MgCI2 [1mmol/L], HEPES [10 mmol/L], CaCI2 [2.5mmol/L] e BSA [0.1%]) por 40
minutos. Em seguida, as amostras foram submetidas a estimulos glicémicos, sendo
incubadas com KRBH suplementado com glicose em duas condi¢cdes experimentais:
baixa glicose (2,8 mM) e alta glicose (16,8 mM), por 1 hora. Apds o periodo de
incubacao, as ilhotas foram lisadas em tampao RIPA contendo coquetel antiprotease
(Sigma-Aldrich, 04693159001) e antifosfatase (Sigma-Aldrich, 04906837001) A lise foi
seguida da sonicagao por 10 segundos a 20% de poténcia para a homogeneizacao
completa das amostras.

Apoés lise completa do material, a quantidade de proteina foi dosada pelo
método de Bradford (Bio-Rad, 5000205), utilizando uma curva padréao de albumina. A
absorbéancia foi determinada em leitor de microplacas Infinite M200 (Tecan), no
Laboratorio Multiusuario de Estudos em Biologia (LAMEB/UFSC).

Para a andlise do Western Blotting, foram utilizadas 30ug de proteina por

amostra, que foram submetidos a separagéao por eletroforese em gel de poliacrilamida
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(SDS-PAGE), a 90V por 3 horas. Em seguida, as proteinas foram transferidas para
membrana de nitrocelulose, a 120V por 1h30min.

Apo6s a transferéncia, as membranas foram bloqueadas em solucdo de
albumina (0,5g de albumina em 10mL de TBST) por 2h em temperatura ambiente,
seguida de trés lavagens com TBST 1x por 5 minutos cada.

Na sequéncia, as membranas foram incubadas a 4 graus, overnight com os
seguintes anticorpos primarios diluidos na propor¢ao 1:1000:

e Coelho anti-fosfo-CREB (Ser133; 87G3; Cell Signalig Technology; cat.
n°® #9198; peso molecular 43 kDa)

e Coelho anti-CamKIl (Cell Signalig Technology; cat. n°® #4430; peso
molecular 50 kDa se)

e Coelho anti-phospho-CaMKII (fosfo T305; Abcam; car. n® ab63377; peso
molecular 50kDa)

No dia seguinte, foram realizadas trés lavagens com TBST 1x por 5 minutos
cada, seguidas de incubagédo com os anticorpos secundarios por 2 horas. O anticorpo
secundario também foi diluido, na propor¢ao de 1:10000:

e Cabra anti-coelho (ThermoFisher Scientific, cat. n® 31460).

A deteccéao das proteinas foi realizada por quimioluminescéncia, utilizando o kit
Clarity Western ECL Substrate (Bio-Rad, 1705061), utilizando o ChemiDoc MP (Bio-
Rad), no LAMEB/UFSC. Posteriormente os resultados foram normalizados pelo

Ponceau (Apéndice A).

5.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram inicialmente registrados em planilhas do Microsoft
Excel®, onde foram organizados e posteriormente transferidos para o software
GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA) para analise e
elaboracao dos graficos. Os resultados foram expressos como média + desvio padrao
da média (SN).

Devido ao reduzido numero de amostras biolégicas disponiveis em cada grupo
experimental, ndo foram realizadas analises estatisticas. Dessa forma, os dados
foram avaliados de maneira descritiva, buscando identificar tendéncias de expressao
das proteinas analisadas entre os diferentes estagios de desenvolvimento e condi¢des

experimentais.
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6 RESULTADOS

6.1 EXPRESSAO PROTEICA E FOSFORILAGCAO DA PROTEINA CAMKII

Em relagao ao conteudo proteico total de CaMKII, os resultados sugerem uma
tendéncia de aumento da expressdo em ilhotas provenientes de animais mais
desenvolvidos, especialmente nos grupos P28 e adultos, tanto em condigbes basais
quanto estimuladas (Figura 2A e 2E). Quanto a forma fosforilada da proteina
(pCaMKIl), observou-se uma tendéncia de maior expressao nos grupos P3 e adultos
quando comparados aos demais estagios avaliados (Figura 2B e 2E).

Ao analisar a razao entre a proteina fosforilada e o conteudo total de CaMKII,
observou-se uma tendéncia de maior ativacdo da quinase nos grupos neonatais (P3,
P9 e P20), principalmente em condicdes basais de glicose (2,8 mM) (Figura 2C), em
contraste, os grupos mais desenvolvidos apresentaram menores niveis relativos de
fosforilacdo basal e uma maior variacdo da pCaMKIl em resposta ao estimulo
glicémico, assim, os resultados sugerem que as ilhotas neonatais apresentam uma
ativagao relativamente elevada da CaMKIl mesmo em baixas concentragdes de
glicose, enquanto as ilhotas mais maduras exibem uma ativacdo mais dependente do
estimulo glicémico, evidenciada pela maior diferenga entre as condigdes basal e
estimulada.

Adicionalmente, foi avaliada a variagcao da fosforilagdo da CaMKIlI em resposta
ao estimulo glicémico. Os resultados indicam que as ilhotas provenientes de animais
adultos apresentaram uma tendéncia de maior resposta a glicose, evidenciada por
uma maior diferenca entre as condicdes basal e estimulada, quando comparadas as

ilhotas de animais neonatos (Figura 2D).
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Figura 2: Expressao proteica de CamKIl em células beta de camundongos
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Legenda: Expresséo proteica do conteudo total de CamKIl em células de camundongos Adultos, P3,
P9, P20 e P28 (n=2) em concentragéo basal de glicose (2.8 mM) e com estimulo de glicose (16.8 mM)
(A). Expressao proteica de pCamKIl em células de camundongos Adultos, P3, P9, P20 e P28 (n=2) em
concentracdo basal de glicose (2.8 mM) e com estimulo de glicose (16.8 mM) (B). Fosforilagdo do
conteudo total de CamKIl (razdo fosforilada/total) (C). Delta da expresséo proteica de pCamKIl (razéo
16.8mM/2.8mM) (D). Blots brutos CamKIll e pCamKIl em células de camundongos Adultos, P3, P9, P20

e P28 (n=1) em concentragéo basal de glicose (2.8 mM) e com estimulo de glicose (16.8 mM) (E).

6.2 FOSFORILACAO DO FATOR DE TRANSCRICAO CREB

Os resultados sugerem uma tendéncia de maior conteudo de pCREB em
ilhotas provenientes de animais adultos, enquanto os grupos neonatais apresentaram
niveis aparentemente inferiores dessa proteina (Figura 3A e 3C). Esse padrdo
também foi observado na analise da variacdo da expressao de pCREB em resposta

ao estimulo glicémico. Os dados indicam que as ilhotas de animais adultos
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apresentaram uma maior diferenca entre as condigdes basal e estimulada quando

comparadas as ilhotas dos grupos neonatais (Figura 3B).

Figura 3: Expressao proteica de pCREB em células beta de camundongos
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Legenda: Expresséao proteica de pCREB em células de camundongos Adultos, P3, P9, P20 e P28 (n=2)
em concentracdo basal de glicose (2.8 mM) e com estimulo de glicose (16.8 Mm) (A). Delta da
expressdo proteica de pCREB (razdo 16.8Mm/2.8mM) (B). Blot bruto pCREB em células de
camundongos Adultos, P3, P9, P20 e P28 (n=1) em concentragdo basal de glicose (2.8 mM) e com

estimulo de glicose (16.8 mM) (C).

7 DISCUSSAO

O presente estudo teve como obijetivo investigar a expresséo e a ativagao de
componentes da via Ca?/CaMKII/CREB durante diferentes estagios do
desenvolvimento pds-natal de células beta pancreaticas. Essa via tem sido associada
a regulacédo GSIS e a processos relacionados a aquisicdo da maturidade funcional
das células beta (Blanchet et al., 2015; Benchoula; Mediani; Hwa, 2023).
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A analise da expressao proteica total de CaMKII sugere uma tendéncia de
aumento dessa proteina em ilhotas provenientes de animais mais desenvolvidos,
especialmente nos grupos P28 e adultos, quando comparados aos grupos neonatais.
Esses achados sdo consistentes com o processo de maturagao funcional das células
beta, caracterizado pela aquisicdo progressiva da capacidade de responder
adequadamente aos estimulos glicémicos (Barsby; Otonkoski, 2022). Considerando o
papel da CaMKII na sinalizagdo dependente de calcio e na regulacédo da secregao de
insulina, o aumento de sua expressao ao longo do desenvolvimento pode refletir a
necessidade crescente de mecanismos especializados para o controle da atividade
secretdria das células beta.

Em relagdo a forma fosforilada da CaMKIl, observou-se uma tendéncia de
maior expressao nos grupos P3 e adultos. Entretanto, ao analisar separadamente as
condicbes experimentais, verificou-se que, em concentragdo basal de glicose (2,8
mM), os animais neonatais apresentaram niveis relativamente elevados de
fosforilagdo da CaMKIlI quando comparados aos grupos mais desenvolvidos. Em
contraste, nas ilhotas de animais adultos, a fosforilacdo da CaMKIl mostrou-se mais
pronunciada apdés o estimulo com alta glicose (16,8 mM), sugerindo uma maior
responsividade dessa quinase ao estimulo glicémico.

Essa diferenca torna-se mais evidente quando analisada a razdo entre as
condigbes estimulada (16,8 mM) e basal (2,8 mM), onde os animais adultos
apresentaram uma resposta mais robusta ao aumento da glicose, enquanto os grupos
neonatais exibiram valores reduzidos dessa razdo. De forma semelhante, a analise
da proporcao entre pCaMKIl e CaMKII total revelou niveis relativamente elevados de
fosforilagdo basal nos grupos neonatais, sugerindo que a ativagdo dessa enzima
nessas ilhotas ocorre mesmo em baixas concentragbes de glicose. Em conjunto,
esses achados apontam que a ativagdao da CaMKIl em ilhotas adultas esta mais
associada a resposta ao estimulo glicémico, enquanto nos grupos neonatais observa-
se uma ativagao relativamente elevada ja em condigbes basais.

No geral, esses resultados podem indicar que, durante os estagios iniciais do
desenvolvimento, a ativagdo da CaMKIl ndo esta necessariamente associada a
resposta funcional a glicose observada em células beta maduras, podendo estar
relacionada a processos de diferenciacdo celular, remodelacdo metabdlica ou
estabelecimento da identidade funcional dessas células (Bonner-Weir, 2000)

(Bouwens; Rooman, 2005).
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Esses achados estdo de acordo com o modelo atualmente aceito de
maturagao pods-natal das células beta pancreaticas, no qual a capacidade de realizar
GSIS de forma eficiente € adquirida gradualmente ao longo do desenvolvimento.
Estudos demonstram que células beta neonatais apresentam limitagdes funcionais
importantes quando comparadas as células adultas, incluindo alteragdes na dinamica
de caélcio, no metabolismo da glicose e na capacidade secretéria (Blum et al., 2012)
(Benninger; Piston, 2014). Dessa forma, a menor responsividade observada nos
grupos neonatais pode refletir a imaturidade funcional caracteristica dessas fases do
desenvolvimento.

A anadlise da expressdo de pCREB revelou um padrdao semelhante ao
observado para a CaMKII. Os resultados sugerem uma maior ativagdo desse fator de
transcricdo em ilhotas de animais adultos submetidos ao estimulo glicémico, enquanto
0s grupos neonatais apresentaram menor diferenga entre as condigdes basal e
estimulada. Considerando que a fosforilagdo do CREB pode ocorrer por meio da
ativagao da CaMKIl (Yan et al., 2016), esses resultados reforgam a possibilidade de
que a atividade dessas proteinas esteja funcionalmente associada ao longo do
processo de maturagao das células beta.

Além de sua participacdo na secrecdo de insulina, o CREB desempenha
fungdes importantes na sobrevivéncia celular, proliferagao e regulagéo da expressao
génica em células beta pancreaticas (Dalle et al., 2011). Dessa forma, os padrdes de
ativagdo observados ao longo do desenvolvimento podem refletir ndo apenas
alteracbes na capacidade secretoria das células, mas também mudangas em
programas transcricionais envolvidos na aquisicdo e manutencgao do fenétipo maduro.

Uma possivel explicagdo para as diferencas observadas entre os grupos
experimentais esta relacionada as alteragdes metabdlicas que ocorrem durante o
periodo pos-desmame. A transigdo da alimentagcdo baseada no leite materno para
uma dieta solida promove importantes adaptagdes metabdlicas e transcricionais que
funcionam como gatilhos para a maturacao funcional das células beta pancreaticas
(Stolovich-Rain et al., 2015). Esse processo estda associado ao aumento da
capacidade de secregao de insulina, a reorganizagao de vias metabdlicas e a
aquisigao de caracteristicas tipicas de células beta maduras, o que pode explicar a
maior responsividade observada nos grupos P28 e adultos.

Embora os resultados obtidos sejam consistentes com a hipétese de que a via

Ca?*/CaMKII/CREB participe do processo de maturacdo das células beta
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pancreaticas, este estudo apresenta limitagdes relacionadas ao reduzido numero de
amostras avaliadas, o que impossibilitou a realizagcdo de analises estatisticas
inferenciais. Dessa forma, os resultados devem ser interpretados como observacdes
descritivas e exploratorias. Ainda assim, os padroes observados fornecem indicios de
que alteragdes na expressado e ativagcao da CaMKIl e do CREB acompanham o
desenvolvimento pds-natal das células beta, reforgcando a relevancia dessa via de

sinalizagao para a aquisicdo da maturidade funcional.

8 CONCLUSAO

Os achados deste estudo reforgam a importancia da sinalizagdo dependente
de calcio para a aquisicdo da maturidade funcional das células beta pancreaticas. Em
conjunto, os resultados sugerem que componentes da via Ca?*/CaMKII/CREB
acompanham as alteragbes moleculares observadas ao longo do desenvolvimento
pos-natal dessas células, estando potencialmente associados ao estabelecimento da
capacidade de responder adequadamente a estimulos glicémicos.

Embora sejam necessarios estudos adicionais para elucidar os mecanismos
envolvidos e confirmar essa relagcao, os dados obtidos apontam para a participacao
da via Ca%*/CaMKII/CREB no processo de maturagao das células beta pancreaticas.
Dessa forma, este trabalho contribui para a compreensao dos eventos moleculares
relacionados ao desenvolvimento funcional dessas células e amplia 0 conhecimento
sobre vias potencialmente relevantes para estratégias de geragdo de células beta
maduras a partir de células-tronco pluripotentes destinadas a terapia do diabetes

mellitus.
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APENDICE A - MEMBRANAS CORADAS COM PONCEAU UTILIZADAS PARA
NORMALIZAGAO DOS ENSAIOS DE WESTERN BLOT

Os resultados obtidos por Western blot foram normalizados utilizando a coloragéo total
de proteinas por Ponceau. A area delimitada pelo retangulo pontilhado corresponde a
regiao empregada para a quantificacdo e normalizagdo das bandas (Estao

apresentados exemplos representativos das membranas utilizadas na normalizagao).

Adulto | P3 | P9 | P20 | P28

28 168 28 168 28 188 |28 168 | 28 16.8

CamK Il

Aduto | P3 | P9 | P20 | P28

28 168 | 2.8 16.8 28 168 | 28 168 | 28 168

pCamKIl |

Adulto | P3 | P9 | P20 | P28

28 1868 | 28 168 | 28 168 | 28 168 | 28 168

pCREB



