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RESUMO

Diabetes Mellitus (DM) ¢ uma doenga metabolica caracterizada por hiperglicemia cronica,
com um disturbio da metabolizagdo de carboidratos lipideos e proteinas, devido a destrui¢ao
da massa secretora de insulina (DM1) ou a um estado de resisténcia a insulina (DM2).
Ambas as formas de DM apresentam redu¢ao da massa secretora de insulina, a célula beta
pancreatica, portanto ¢ importante investigar vias que aumentem a massa desse tipo celular.
Os alvos para o tratamento/cura do DM envolvem processos que promovem a restauragao
da massa de células beta funcionais, tais como diferenciacdo transdiferenciacdo e/ou
replicagdo celular. Sendo assim, o Hepatocyte Nuclear Factor 4-oo (HNF4a), ¢ um
importante fator de transcrigdo para as células beta pancreaticas, pois além de participar da
expressdo dos genes ligados a producdo da insulina, regula a expressdo de genes
relacionados ao metabolismo da glicose. Além disso, sabe-se que o HNF4a ¢ crucial para o
aumento da massa de células beta induzida pela prenhez. No entanto o papel do HNF4a na
expansao da massa de célula beta, em resposta ao aumento da demanda, como no estado de
resisténcia a insulina, ainda ¢ desconhecido. Baseado no fato de que esse pode ser um alvo
terapéutico potencial para o DM, buscamos desvendar o papel do HNF4a nos mecanismos
envolvidos na proliferacao da célula beta induzida pela dieta hiperlipidica (HFD). Para essa
proposta, usamos camundongos WildType (WT) (HNF4q!o*Pox>:Ins]1¢e-) ¢ camundongos
HNF40 Knockout (KO) (HNF40/!oxPloxpi[ns 1 €reH) " especifico na célula beta e condicionados
pelo tempo (a inativagdo do HNF4a apenas acontece apos a aplicagao de tamoxifeno)
alimentados com ou sem HFD. Apds 20 semanas de exposi¢ao a HFD, avaliamos a massa
corporal, tecido perigonadal, tolerancia a glicose, sensibilidade a insulina, insulinemia e a
morfometria pancreatica. Como esperado os animais WT alimentados com HFD
apresentaram aumento da massa corporal, bem como do tecido perigonadal, intolerancia a
glicose. Por outro lado, observamos que os animais KO foram mais susceptiveis a agdo da
HFD, apresentando glicemia de jejum aumentada e intolerancia a glicose. O fenotipo
observado nos animais KO alimentados com HFD foi semelhante ao perfil diabético. Além
disso, a reducdo da sensibilidade foi observada em todos os animais expostos a HFD,
independente do gendtipo. A insulinemia de jejum dos animais KO/HFD estava reduzida em
relagdo aos CTL/HFD, demonstrando que os animais KO/HFD tiveram um prejuizo na
compensac¢do adaptativa da arquitetura morfofuncional do pancreas, comprovando que o
HNF4a desempenha um papel importante no metabolismo. Em concordéncia, nossos dados
das imunofluorescéncias do pancreas demonstraram que ao analisar a massa de células beta
demostraram que os animais KO/HFD ndo foram capazes de expandir a massa dessas células
em comparagdo com os animais CTL/HFD. Juntando o fato de que (1) camundongos KO
foram mais susceptiveis a acdo da HFD, ao ponto de apresentaram caracteristicas diabéticas
e (2) os camundongos KO/HFD apresentaram redu¢do da capacidade de aumentar a massa
de célula beta em um cenario de demanda metabolica aumentada, concluimos que o HNF4a
¢ importante para as adaptagdes das ilhotas pancreaticas induzidas por HFD.

Palavras-chave: HNF4a; Diabetes Mellitus; Resisténcia a Insulina; Dieta Hiperlipidica.



ABSTRACT

Diabetes Mellitus (DM) is a metabolic disease characterized by chronic hyperglycemia with
a disturbance on carbohydrates, lipids and proteins. It is due to the destruction of the
pancreatic beta-cell mass (DM1) or due to an insulin resistance state (DM2). Any type of
DM presents a reduction in the insulin-secretory cell mass; therefore, it is important to
investigate pathways that increase this cell type mass. Targets to the treatment/cure of DM
involve processes that promote the functional beta-cell mass restoration, such as
differentiation, transdifferentiation and/or cellular replication. Thus, Hepatocyte Nuclear
Fator 4-a (HNF4a) is an important transcription factor for the pancreatic beta-cells because,
in addition to participating in the insulin gene expression, it regulates the expression of genes
related to glucose metabolism. Furthermore, it is known that HNF4a is crucial for the
pregnancy-induced beta-cell mass increase. However, the role of HNF4a in the beta-cell
expansion in response to increased metabolic demand, such as in the insulin resistance state,
is still unknown. In this context and based on the fact that beta-cell expansion may be a
potential therapeutic target for DM, we aimed to unveil the role of HNF4a in the mechanisms
involved in high-fat diet (HFD)-induced pancreatic beta-cell proliferation. For this purpose,
we used WildType (WT) (HNF4o/oxloxpi[ns]1¢e), and a beta-cell-specific and time-
conditional HNF4a Knockout (KO) mice (HNF4a!oxP/oxp:Ing1¢re*), fed with or without HFD.
After 20 weeks of HFD, we evaluated body mass, perigonadal fat, glucose tolerance insulin
sensitivity, pancreatic morphometry. As expected, WT animals fed with HFD displayed both
body mass and perigonadal fat increase as well as glucose intolerance. On the other hand,
we observed that KO animals were more susceptible to HFD action, presenting augmented
fasting glycemia and glucose intolerance. The phenotype observed in the KO animals fed
with HFD was similar to a diabetic profile. Additionally, insulin sensitivity was reduced in
all animals exposed to HFD. In agreement, our data from immunofluorescence of the
pancreas showed that when analyzing qualitatively the images of animals KO/HFD, there
was a slight reduction in the islet diameter when compared to CTL/HFD. Furthermore,
quantitative analysis of the beta cell mass showed that animals KO/HFD were not able to
expand the beta cell mass compared to CTL/HFD. Adding to the fact that (1) KO mice were
more susceptible to the action of HFD, as they display diabetic characteristics and (2) KO-
HFD mice were incapable of increasing beta cell mass in a scenario of increased metabolic
demand, we conclude that HNF4a is essential for HFD-induced pancreatic islet adaptations.

Key-words: HNF4a; Diabetes Mellitus; Insulin Resistance; Hyperlipidic diet.
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1. INTRODUCAO

1.1 Obesidade e Diabetes

O aumento da prevaléncia da obesidade vem se tornando um dos mais importantes
fenomenos epidemiologicos da atualidade ao redor do mundo, sobretudo em paises da
civiliza¢do ocidental, onde elevados indices de sedentarismo sdo predominantes e os hébitos
alimentares caracterizam-se pelo consumo de dietas hipercaloricas, com um alto grau de lipideo
na composicao (OMS, 2021).

Em 2025, a prevaléncia global deve chegar a 18% em homens e ultrapassar 21% em
mulheres. Destes, estima-se que 257 milhdes de adultos em todo o mundo (6% dos homens e
9% das mulheres) vivam com obesidade grave (definido aqui como um indice de massa corporal
(IMC) > 35kg/m?), mostrando um rapido aumento de um valor estimado de 202 milhdes em
relacdo ao ano de 2016. Sabe-se que no Brasil, no ano de 2019, 18,6% da populacao masculina
e 24,4% da feminina, em idade adulta, apresentava IMC maior que 35kg/m?, mostrando que o
Brasil vem superando as estimativas mundiais, e atualmente ocupa as posigdes 83° para homens
e 94° para mulheres, no ranking (% obesidade por pais) (FMO, 2022).

A obesidade pode ser definida como um acumulo excessivo de gordura que resulta de
um desequilibrio entre o consumo e o gasto energético. E uma doenga multifatorial que possui
influéncias genéticas, epigenéticas, fisiologicas, comportamentais ¢ ambientais. Sobretudo,
essa patologia € considerada um preocupante e oneroso problema de satide publica, além de ser
um fator de risco para outras complicagdes, dentre elas, a sindrome metabolica. (ABESO, 2020;
OMS 2022).

O desenvolvimento de resisténcia insulinica (RI), dislipidemia aterogénica e
disfun¢do endotelial denotam prejuizos que estao relacionadas a fisiopatologia dessa sindrome.
A dislipidemia aterogénica pode ser consequéncia da Rl e da obesidade, e a disfun¢do endotelial
¢ resultado da RI, das adipocinas e 4cidos graxos livres liberados pela gordura visceral (Gadde,
et al., 2018). No entanto, nem todo obeso apresenta sindrome metabdlica ou RI, porém o
aumento de massa corporal estd, geralmente, associado ao aumento da gordura visceral,
predispondo assim o individuo ao desenvolvimento da RI (Isfort, e al., 2014).

Além das implicacdes ja descritas e decorrentes do acimulo de gordura, a obesidade
pode ainda ser considerada uma doenca de caréter inflamatorio cronico (Barazzoni, 2018).
Nessa configuracdo, ocorre uma infiltracdo de células do sistema imune que sintetizam e
liberam diversas citocinas e proteinas de fase aguda associadas a inflamagdo, com destaque para

o Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a) e para a Interleucina-6 (IL-6) (Bastard, et al, 2016).
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Sabe-se que na obesidade ha um aumento desses marcadores inflamatdrios e que este fato esta
relacionado ao desenvolvimento da resisténcia a agdo da insulina. As citocinas pro-
inflamatorias, sao capazes de alterar a sinalizagdo da insulina ao desativar o substrato do
receptor de insulina (IRS), por meio da fosforilacdo em residuos serina/treonina (Nakatani et
al., 2005), atenuando a cascata de sinalizacdo da translocacdo do Glucose Transporter 4
(GLUT4), um transportador citosolico de glicose, presente nos tecidos adiposo ¢ muscular.
Assim, o aumento do tecido adiposo visceral demonstra-se estar intimamente ligado ao
processo de RI (Czech, 2017).

Porém, o aumento das citocinas inflamatorias ndo ¢ um processo que acontece
exclusivamente devido ao aumento do tecido adiposo visceral. J4 se sabe que existe uma grande
influéncia da dieta hiperlipidica sobre o aumento desses marcadores, isso se da devido a
interagdo entre a dieta e a microbiota intestinal do hospedeiro (Brooks et al., 2017). Uma vez
que quando ha um alto consumo de dieta hipercaldrica, sobretudo hiperlipidica, ha também um
aumento da proliferacao de bactérias gram negativas, estas, por sua vez, t€m um constituinte
na membrana chamado Lipopolissacarideo (LPS) (Wu e Ballantyne, 2017).

O LPS ¢ uma molécula altamente inflamatoria para o hospedeiro, pois estimula a
liberacao de TNF-a, via interagdo com o receptor Toll-like Receptor (TLR), e como mencionado
anteriormente o TNF-a estd intimamente relacionado ao desenvolvimento da atenuagdo da
sinaliza¢do da insulina (Brooks et al., 2017). Sendo assim o organismo exposto a uma dieta rica
em gordura apresenta um estado de inflamagao cronica de baixo grau, que leva a RI, tanto pelo
aumento do tecido adiposo quanto pela interagao dieta versus microbiota (Antuna-Puente ef al.,
2008).

Sendo assim, a obesidade e a exposicao a dieta hiperlipidica sdo fatores de risco para
o desenvolvimento de doengas cardiovasculares, dislipidemia, sindrome metabolica, RI e
Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2).

O Diabetes Mellitus (DM) ¢ uma disfungao metabolica caracterizada por hiperglicemia
cronica com alteragao no metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas. Resulta da auséncia
de secrecdo e/ou de uma inadequada a¢do da insulina (ADA, 2021). Segundo estimativas da
OMS, o nuimero de pessoas diagnosticadas com DM nos anos 2000 era de 177 milhdes e,
espera-se que este nimero alcance 350 milhdes de pessoas em 2025.

Etiologicamente o DM ¢ classificado em tipo 1 (DMI) e tipo 2 (DM2). O DM,
corresponde a cerca de 10 a 15% dos casos registrados com DM e decorre da deple¢do total da
massa de células beta pancredtica devido a um ataque autoimune (IDF, 2020; Poitout, 2010).

Ja o DM2, corresponde a 90% dos casos registrados como DM e, seu desenvolvimento esta
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associado, como mencionado anteriormente, a obesidade, sedentarismo, RI ¢ ainda a disfun¢ao
da célula beta pancreatica (Kitamura, 2013).

Além desses tipos classicos de DM, também conhecidos como Diabetes Poligénicos,
existe uma classificagdo de DM decorrente de uma alteragdo monogénica. Este DM ¢é chamado
de Maturity Onset Diabetes of the Young (MODY), e esté relacionada como diabetes do jovem,
no inicio da maturidade, caracterizado por uma Unica mutacdo genética e apresenta como
caracteristica deficiéncia na secre¢do de insulina induzida por glicose (Fajans, 2011). O MODY
resulta da mutagdo de ao menos 16 diferentes genes, entre eles o Hepatocyte Nuclear Factor
4a (HNF4a), responsavel pelo MODY 1, que pode se manifestar no neonato como hiperglicemia
hiperinsulinémica, porém o mais comum ¢ a presenca de hiperglicemia assintomatica na
crianga, adolescente ou jovem antes do seu diagnoéstico definitivo (Al-kandari, 2021). Para que
o diagnostico se diferencie das demais classificacdes de DM, o MODY ¢ diagnosticado por
meio do historico familiar pregresso de diabetes, em trés ou mais geragdes, sem a presenca de

obesidade ou autoimunidade reativa contra células pancreéticas (Fajans, 2011).

1.2 O HNF40a e a massa de célula beta, proliferaciao celular, diferenciacio,
transdiferenciacio e regeneracao

O HNF4aq, ¢ um fator de transcri¢do (FT) e dentre seus diferentes dominios, apresenta
um do tipo “dedos de zinco” que se liga ao DNA como homodimero. Este FT desempenha um
papel no desenvolvimento do figado, rins e intestinos. O processamento alternativo do gene do
HNF4a resulta em véarias variantes de transcrito (Sangan, 2015).

As diferentes isoformas do HNF4a, (HNF4a 1-9) também se diferem em termos de
distribuicao tecidual (Guo, 2018). Os fatores que determinam qual isoforma vai atuar em
determinado tecido sdo os diferentes promotores teciduais: a ativagdo do promotor proximal P1
resulta na expressdo das isoformas HNF4a 1 ao 6 ¢ predominante no figado do adulto. J4 a
ativacdo da regido promotora P2 resulta na expressao das isoformas HNF4a 7 ao 9 e prevalece
no figado fetal, pancreas e nos canceres hepaticos e de colon (Gupta e Kaestner, 2004; Guo,
2018) Sendo assim, as isoformas expressas em células beta pancreaticas sao as HNF4a 7, 8 ¢ 9
(Thara, 2005; Bailly, 2009).

Nas células beta pancreaticas, o HNF4a controla genes envolvidos com o metabolismo
da glicose, dentre eles a Aldolase B, GLUT2 e a Glicoquinase, € na secre¢do de insulina, como
a L-piruvato cinase e Kir6.2 (Hansen, 2002; Gupta, 2007), este ultimo ¢ uma subunidade dos
canais de K" sensivel (K*atp) a Adenosine triphosphate (ATP) que atua como promotor da

despolarizagao bicamada fosfolipidica (membrana celular) durante o processo de secrecao de
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insulina (Figura 1). Ademais, o HNF4a regula mais de mil outros genes no figado e no pancreas
(Gupta e Kaestner, 2004). Sabe-se que animais knockout para HNF4a em células beta
pancreaticas (HNF4a!°x/oxp:Ins1€re*) apresentam intolerancia a glicose e hiperinsulenemia de
jejum e no estado alimentado (Huang, 2008).

Ainda nas células beta pancredticas, o HNF4a regula o processo de diferenciagdo,
proliferacdo e crescimento, principalmente na fase neonatal e durante a gestacdo (Gupta e
Kaestner, 2004).

Ja estd bem consolidado na literatura que o processo de diferenciagdo, proliferacio e
crescimento ¢ resultado de uma das vias de crescimento denominada MAPK. E no caso da
célula beta, a cascata MAP ¢ ativada por receptores tirosina cinases, receptores auto
fosforilaveis, resultante da ativacao da insulina com seu respectivo receptor. A ativacdo da via
MAPK desencadeia uma sequencia de cinases que culminam na ativagdo de RAS, RAF,
MEK1/2 que culmina na fosforilagao e ativacado de ERK1/2 e desempenham um papel critico
para efeitos mitogénicos da insulina, incluindo proliferagdo, diferencia¢do e sobrevivéncia
(Campbell e Newgard, 2021).

Gupta et al, (2007), demonstraram que animais HNF4q/P/1oxP:[ns1Cre* KO para
HNF4a nas células beta, frente um aumento da demanda metabolica por meio da gravidez,
tiveram uma reducdo da expansao da massa de célula beta através da via RAS/RAF/MEK/ERK,
com diminui¢do da atividade da via de crescimento MAPK, em comparacdo com animais
HNF4q/oxP1oxP: 1ng1€re- Tais observagdes nos levam a crer que o HNF40 desempenha um papel
importante na expansdo da massa de cé€lula beta diante de um aumento da demanda metabolica.

Nesta mesma seara, nosso grupo de pesquisa mostrou que, assim como na prenhez, o
HNF4a ¢ importante no aumento de massa de célula secretora de insulina em um cenario de RI
induzida por fA&rmacos. Mostramos que, em comparag¢ao com animais WT, animais KO para o
HNF4a em células beta ndo apresentaram aumento de massa de célula beta em resposta a
dexametasona (Barth e Ruoso et al., 2021). No mesmo estudo mostramos que o tratamento com
dexametasona foi incapaz de promover o aumento da expressdo de genes relacionados com o
fenotipo de célula beta, como PDX1, PAX4, NGN3, no animal mutante, em comparagdao com
o animal sem alteracdo genética. Confirmando que o HNF4a desempenha um papel
fundamental na adaptacdo morfoldgica do pancreas diante do desafio com glicocorticoide e

aumento da demanda metabdlica induzida por prenhez.
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Figura 1- Ilustragdo representativa do K*ATP
Outside

Inside

FONTE: (Sun e Feng, 2013).

1.3 Resisténcia a insulina, aumento da massa de célula beta

Nos tecidos periféricos, muscular e adiposo, a ativacao da via Serina/Treonina Cinase
1 e Fosfatidilinositol 3-cinase (PI3q/AKT) pela ativacdo do receptor de insulina tirosina cinase
(IR) em resposta a concentragdo de glicose sanguinea, estimula a translocagdo de GLUT4.
Porém essa via de ativa¢do ndo termina por ai. A ativa¢do de PI3q pela insulina, influencia a
translocacdo de GLUT4 por meio da ativacao de: (1) da PDK-1, que por sua vez fosforila as
isoformas atipicas da Proteina Cinase C (PKC A/0) envolvidas na sintese proteica e no
transporte de vesiculas de GLUT4 para a membrana celular e (2) da AKT, que fosforila a
proteina AS160, promovendo a translocacdo do GLUT4 para a membrana celular. E assim a
célula do tecido periférico pode ter o aporte adequado de glicose para executar as suas funcdes
(Sevillano et al., 2021).

Como mencionado anteriormente a obesidade ¢ um fator de risco para desenvolvimento
de DM2 isso se deve muito por causa do acimulo de tecido adiposo pode interferir na
sinaliza¢do da insulina.

Durante a instalagao da obesidade o aumento da massa de tecido adiposo ocasiona
infiltracdo de células imunes nesse tecido, como neutréfilos e macrofagos M1 inflamatorios

(Hotamisligil, 2017).
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No plano celular e molecular na obesidade e no DM2, a RI ¢ secundaria ao fendmeno
inflamatodrio. No caso de alteragdes pds-translacionais, ressalta-se a ativagao de serinas cinases,
c-Jun N-terminal Kinase (JNK), Inhibitor of nuclear Factor kappa-B kinase Subunit 3 (IKKB),
Proteina Cinase C PKC B3 e 6 ¢ Proteina Cinase R (PKR) e outras que induzem fosforilacdo em
serina (sitio inibitorio) de substratos do receptor de insulina, como IRS-1 ¢ 2 de interagir com
o receptor (sitio de ativacdo) e induz a degradagdo proteassdmica do IRS-1 resultando em RI
(Boden et al., 2015);(Hotamisligil, 2017).

Com a RI nos tecidos periféricos muscular e adiposo, principal caracteristica da
fisiopatologia do DM2, o corpo precisa fazer ajustes (Steil et al., 2001). A RI leva ao processo
compensatorio de hipersecre¢cdo de insulina, com a finalidade de atingir a homeostase
glicémica, e essa fase ¢ denominada fase compensatoria, caracterizada por normoglicemia. Essa
compensagdo ocorre tanto em nivel funcional, onde se observa aumento na fun¢do celular
(aumento da producdo/secre¢ao de insulina) quanto em nivel estrutural, com alteragdes
estruturais (hiperplasia e hipertrofia de célula beta) (Chera et al., 2014; Paulsen, et al., 2010).

Porém com o avang¢o do quadro de aumento da demanda da insulina, a célula 3, comega
apresentar um processo chamado de estresse de reticulo endoplasmatico (RE), onde se observa
um actmulo de proteinas mal dobradas no RE em decorréncia de uma disfuncdo no
processamento de proteinas. Para lidar com o estresse do RE, as células desencadeiam uma
série de vias conhecidas como 'resposta desdobrada da proteina' (UPR). Esse processo ¢
mediado por pelo menos trés proteinas, IREa, PERK e ATF6. As UPRs desencadeiam uma
transduc¢do de sinal inflamatéria, IKKB, NFkB, AP1, as quais interferem na via de sinalizagao
da insulina. A estimulacdo persistente da UPR em resposta ao estresse do RE induz apoptose
via ativagdo da proteina homoéloga C/EBP (CHOP), quinase N-terminal c-jun (JNK), proteina
de morte 5 (DPS5) e outros sinais pré-apoptoticos. Sendo assim o organismo, deixa a fase
compensatoria e entra da fase descompensada, apresentando hiperglicemia cronica (Yang, et
al., 2017).

Com o intuito de dar suporte as células beta, na fase compensatdria, nos ultimos anos
as pesquisas t€m se voltado para a discussao do processo de conversao de células nao-beta em
células beta pancreaticas, ou seja, para o processo de plasticidade pancreatica, o que tem grande
potencial de tratamento da DM (Ferber, et al,, 2000; Spijker, et al, 2013). Devido a esse
potencial terapéutico, o processo de plasticidade pancreédtica ¢ vastamente estudado e, hoje
sabemos que existem muitas possibilidades de reprogramar células ja diferenciadas em células

beta funcionais, a fim de curar/tratar o quadro de DM (Fajans, 2011; Sangan, 2015).
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A capacidade das células do pancreas em se modificar de acordo com o ambiente e suas
influencias denota que a massa de células beta ¢ diferente ao longo da vida e tal processo ¢
resultante de atividades celulares como hiperplasia, neogénese, apoptose e hipertrofia. A
capacidade de adaptagdo pancreatica ¢ observada em diversos momentos fisioldgicos, como
durante a prenhez e em individuo neonato, porém essa capacidade tende a diminuir ao longo do
envelhecimento saudavel (Gupta e Kaestner, 2004).

Desse modo, se faz necessario a compreensao dos mecanismos envolvidos no aumento
da massa de célula beta pancreatica induzido por RI. Para tal finalidade, existem diversos
modelos animais, dentre eles estdo: animais expostos a glicocorticoides; animais geneticamente

obesos e; animais alimentados com dieta hiperlipidica.

1.4 Modelos de estudo da célula beta e da obesidade

As ferramentas de estudo da expansdao da massa de célula beta pancreatica sdo
limitadas em humanos. Por causa do tamanho pequeno das ilhotas, a falta de bons marcadores
de superficie para a cé¢lula beta, e a posigao retro peritoneal do pancreas. Atualmente nao ¢
possivel fazer imagem da ilhota ou da massa de célula beta em pessoas vivas (Saisho et al,
2013). A biopsia pancreatica também ndo ¢ vidvel, devido as diferentes densidades em varias
regides do pancreas, entdo a caracterizagdo exata da célula beta requereria multiplas amostras
ao longo do orgao (Wang et al, 2013).

Além do mais, biopsia pancreatica ¢ um procedimento que pode levar a pancreatite,
entdo as amostras destinadas para estudo devem ser pos-morte. Por causa dessas limitagoes,
muitos pesquisadores tém recorrido aos estudos com células beta de roedores (Craven et al,
2015). A capacidade proliferativa da célula beta tende a ser maior no rato que no humano.
Portanto, apesar das diferencgas entre humanos e camundongos, na proliferacdo da célula beta,
o camundongo ¢ mais relevante (Linnemann, 2014).

Dentro da pesquisa experimental existem inumeros métodos que expdem os animais
experimentais a um contexto obesogénico. Alguns modelos animais de inducdo da obesidade
sao produzidos através da lesdo do ntcleo ventromedial do hipotalamo, em que se utilizam dois
métodos: administracdo de glutamato monossdédico ou lesdo elétrica direta (Von Diemen,
Trindade et al., 2006). A administragdo do glutamato monossddico em ratos recém-nascidos
leva ao desenvolvimento da obesidade devido a falta de controle entre a absor¢do e gasto de
energia.

No campo da manipulagdo genética, para a indugdo de obesidade ha diversos modelos

capazes de reproduzir tal contexto. Nos ultimos anos, roedores geneticamente modificados ou
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knockout foram utilizados para auxiliar no estudo dos genes que influenciam a sensagdo de
saciedade e as causas da obesidade (Bao, Ma et al., 2015; Ishii, Motohashi et al., 2015; Suzuki
etal.,2017).

Outro método amplamente utilizado na pesquisa com animais sujeitos a obesidade é a
exposi¢ao a dieta hipercalorica. Por se tratar de um modelo simples e que mais se assemelha a
realidade da obesidade em humanos, os modelos animais de obesidade obtidos através de dietas
hipercaldricas t€ém sido amplamente utilizados no estudo das alteragcdes metabolicas ligadas a
obesidade (Sladek, Stevens et al., 2015; Grasa-Lopez, et al., 2016). Nestes modelos, os animais
reproduzem melhor o estado de obesidade comum em humanos do que a maioria dos modelos
geneticamente modificados e podem ser a melhor escolha para testar estratégias terapéuticas
(Lutz ¢ Woods, 2012; Barrett et al., 2016). Sao varios os tipos de dietas e tanto as dietas
suplementadas com maior percentual de carboidratos como as suplementadas com maior
conteudo de lipidios, atingem valores hipercaldricos com elevado ganho energético. Tais dietas,
chamadas de obesogénicas, promovem hiperfagia, acimulo de gordura visceral e resisténcia
insulinica. (Donner, Elliott ef al., 2015; Sadowska et al., 2017). Sendo assim, a exposi¢ao de
animais experimentais a dieta rica em gordura tem se mostrado um promissor método de estudo

de doengas metabdlicas.

19



2. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

Devido a sua fun¢do na manutengdo da homeostase glicémica e sua relagdo com o
desenvolvimento do DM, a ilhota pancreatica ¢ vastamente estudada, pois nela se encontram
diversos tipos celulares, dentre eles as células beta, principais células acometidas no processo
de patogénese do DM.

A diferenciacdo, proliferacdo e transdiferenciagdo, também denominada plasticidade
pancreatica, dos varios tipos celulares da ilhota € controlada por diversos fatores de transcrigao.
A plasticidade celular, atrelada ao controle da transcri¢ao génica, ¢ fundamental na manutencao
do fenotipo e da funcdo de células ja adulta (Shih, 2001). Em células beta pancreaticas, a
importancia do HNF4a pode ser verificada quando se observa o desenvolvimento do MODY 1
(Gupta e Kaestner, 2007) ,um tipo de DM, o qual ¢ decorrente de uma mutacao desse FT,
responsavel por diversas fun¢des na célula beta (Hansen ef al., 2002), como metabolismo de
glicose e producao/secrecao de insulina.

Quando instalado, o DM leva a deplecao total da massa de célula beta, sendo assim,
se faz necessario estudar mecanismos que promovam a regeneragao dessas células e isso ¢
fundamental para tracar novos alvos terapéuticos para o tratamento e uma possivel cura. A
plasticidade pancreatica tem sido a aposta no processo de regeneracao de massa de célula beta
e uma possivel terapia para qualquer forma de DM. Sabe-se que a condi¢cdo de RI impde varias
alteracoes a ilhota, dentre elas proliferacao celular e indugao de mecanismos de plasticidade.

Assim, sabendo que (1) a exposicdo a uma dieta hiperlipidica induz RI, (2) a RI
promove um aumento de massa de c€lula beta, e (3) que o HNF4a ¢ um fator de transcrigao que
regula o aumento da massa de célula beta induzido por situagdes de estresse, hipotetizamos que
animais knockout para HNF4a apresentam um prejuizo no aumento de massa de célula beta,

induzido pela RI em animais submetidos a dieta hiperlipidica.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

Avaliar o papel do HNF4a na expansao das células beta no modelo animal de RI induzida por

exposi¢ao a dieta hiperlipidica.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar se a exposi¢do a hiperlipidica promove alteracdes gene-dependentes ligadas a falta do
HNF4a:
Na massa corporal dos animais;
Na glicemia de jejum dos animais;
Na tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina dos animais;
Na presenca de esteatose no tecido hepatico dos animais;
Na insulinemia de jejum dos animais;
Na massa de células beta pancreaticas na massa de células beta dos animais.
Além disso para todos os objetivos supracitados, investigar se a falta do HNF4a implica em

alteracdes morfoldgicas e funcionais no tecido pancreatico.
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4. METODOLOGIA

4.1 Animais

O estudo foi aprovado pela CEUA/UFSC - numero de protocolo 7696221019 (Anexo

01). Para a realizagdo deste trabalho utilizamos animais machos' knockout tecido especifico e

tempo-condicional para 0 HNF4o, (HNF4q!oxP10xP; [ng1€re) Qs animais foram gerados a partir

do cruzamento da linhagem portadora da enzima CRE-recombinase nas cé¢lulas beta (linhagem

Ins1¢7" e da linhagem que possui o gene para o FT HNF4a flanqueado pela sequéncia LoxP

(HNF4q!oxP1oxP) = Qg animais foram mantidos no biotério setorial do CFS em condigdes

padronizadas de iluminagao (ciclo claro/escuro de 12 horas) e temperatura de 22+2 °C. Durante

todo o periodo experimental tiveram livre acesso a d4gua e racao padrao. Para o desenvolvimento

experimental, os animais foram divididos em quatro grupos experimentais:

CONTROLE (CTL): apos a genotipagem, os animais que nao expressavam o gene para
a enzima CRE-recombinase e eram homozigotos para a sequéncia LOX (animais
(HNF40/oxP1oxP[ng 1) foram incluidos nesse grupo e com 45 dias de vida esses
animais receberam 100uL de Tamoxifeno intraperitoneal, com concentragdo de
20mg/mL, por cinco dias consecutivos. Quinze dias ap6és a ultima inje¢do de
Tamoxifeno os animais foram submetidos ao teste de tolerancia a glicose e expostos a
dieta padrao por 20 semanas.

CONTROLE/HFD (CTL/HFD): Apos a genotipagem, os animais que ndo expressavam
o gene para a enzima CRE-recombinase e eram homozigotos para a sequéncia LOX
(animais (HNF4q!°xP10xPIng1¢re) foram incluidos nesse grupo e com 45 dias de vida
esses animais receberam 100puL de Tamoxifeno intraperitoneal, com concentragido de
20mg/mL, por cinco dias consecutivos. Quinze dias apds a ultima injecdo de
Tamoxifeno animais desse grupo foram submetidos ao teste de tolerancia a glicose e
expostos a dieta hiperlipidica por 20 semanas.

Knockout/HFD (KO/HFD): Apds a genotipagem, 0s animais que expressavam o gene
para a enzima CRE-recombinase e eram homozigotos para a sequéncia LOX (animais
(HNF40/oxP1oxPIng 1 €™y foram incluidos nesse grupo e com 45 dias de vida esses

animais receberam 100puL de Tamoxifeno, intraperitoneal, com concentracdo de

! Foi utilizado apenas machos pois, a literatura relacionada ao tema, em sua grande maioria utiliza machos e assim, a
discussdo ¢ inser¢do de nossos resultados no conhecimento atual ¢ facilitado e, uma vez que o ciclo estral influencia na
acdo da insulina e na resposta a insulina, utilizaremos macho para excluir essa varidvel hormonal. Além disso o método
para indugdo da ativagdo da enzima CRE-recombinase utiliza o farmaco Tamoxifeno, o qual interage com o receptor de
estrogeno, entdo as fémeas estariam ainda mais susceptiveis a variagdo hormonal, ¢ deixando um viés nesta pesquisa.
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20mg/mL, por cinco dias consecutivos. Quinze dias apds a Ultima inje¢do de
Tamoxifeno os animais desse grupo foram submetidos ao teste de tolerancia a glicose e
expostos a dieta hiperlipidica por 20 semanas.

A dieta padrio (Tabela 1) foi fornecida aos animais foi da empresa Nuvilab® e a dieta

hiperlipidica (Tabela 2) fornecida aos animais foi da empresa PragSolugdes® Biociéncias.

Tabela 1 - Composic¢do da dieta padrao Tabela 2 - Composi¢do da dieta hiperlipidica
Ingredientes g/Kg Ingredientes g/Kg
Caseina 140 Caseina 200
Amido 115,5 Amido 115,5
Dextrina 155 Dextrina 132
Sacarose 100 Sacarose 100
L-cistina 1,8 L-cistina 3
Fibra 50 Fibra 50
Oleo de soja 40 Oleo de soja 40
Banha 0 Banha 312
Sais AIN93G** 35 Sais AIN93M** 35
Vitaminas AIN93G** 10 Vitaminas AIN93M** 10
Cloridrato de colina 2,5 Cloridrato de colina 2,5

** Composi¢ao detalhada dada por Reeves e colaboradores (1993) (Reeves, Nielsen e Fahey,
1993).
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4.2 Genotipagem

A genotipagem foi realizada a partir do DNA extraido da cauda dos animais. O DNA
gendmico foi preparado a partir de bidpsia de cauda lisada com proteinase K. Um fragmento da
cauda foi incubado em tampdo contendo Proteinase K (Roche®, USA) a 55 °C, overnight,
seguido de 95 °C, por 10 minutos. Apds a extracdo, o DNA seguiu para o processo de
amplificacdo onde foi adicionado, o SYBER green (enzima TagDNA polimerase, MgClo,
dNTPs e buffer), e os iniciadores, oIMR 1084 e oIMR 1085, os quais apresentam a sequencia de
bases nitrogenadas GCGGTCTGGCAGTAAAAACTATC (foward) e
GTGAAACAGCATTGCTGTCACTT (reverse), respectivamente e amplificam parte do gene
que codifica a enzima CRE-recombinase. E em outro preparo e os iniciadores 0IMR2064 e
oIMR2065, os quais apresentam as bases nitrogenadas AGAATGACCCTGAAGCACCAGG
(foward) e GCCAGAGGTCTGTGAAACAAGG (reverse) respectivamente e amplificam parte
do gene que codifica a sequéncia LOX, ja anteriormente desenhados pelo Jackson Laboratory®,
USA, laboratério produtor dos animais. Entdo as amostras seguiram para o termociclador,
ciclando a diversas temperaturas para promover os processos de desnaturacdo, anelamento e
extensdo. Apds a finaliza¢do da etapa de amplificagdo, as amostras seguiram para a etapa de
eletroforese, em um gel de agarose 1,5% para a genotipagem de CRE e um gel de agarose 3%
para genotipagem de LOX, em um buffer de corrida Tris/borato/EDTA, para a separagdo das

sequencias de nucleotideos, por pesos moleculares (Figura 3).

Genotipagem

\ / \ / \ 1

Genotipagem LOX

Figura 3 — Genotipagem dos animais CRE-LOX

Apbs a extragdo e amplificagdo das amostras, as mesmas foram submetidas a eletroforese em que ocorre a separagao
das proteinas por tamanho. Na genotipagem de CRE temos primeiramente o marcador de peso molecular, seguido
dos controles positivo, negativo, e os animais que estavam sendo genotipados, finalizando com o marcador de peso
molecular. Nessa genotipagem apenas o animal 7 ndo era positivo para CRE (A). Na genotipagem de LOX, temos
primeiramente o marcador de peso molecular, seguido dos controles, LOX-homozigoto, negativo, Wild Type, e os
animais que estavam sendo genotipados, finalizando com o marcador de peso molecular. Nessa genotipagem todos
os animais eram LOX-homozigoto. (B)
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4.3.1 Teste intraperitoneal de tolerancia a glicose (ipGTT)

Os animais foram mantidos em jejum por 10 h. Apds a verificagdo da glicemia de
jejum com aparelho Accu-Check Advantage II®, uma solugdo de glicose 20% (1 g/Kg de massa
corporea do animal) foi administrada pela via intraperitoneal. A glicemia dos animais foi

verificada nos tempos 0, 15, 30, 45, 60 e 120 min ap6s a administragdo de glicose.

4.3.2 Teste intraperitoneal de tolerancia a insulina (ipITT)

Apos a verificagdo da glicemia no estado alimentado com aparelho Accu-Check
Advantage 11®, (1,5 horas de privagdo de alimento), insulina (1 U/kg de massa corporea do
animal) diluida em solucdo salina (0,9% de NaCl) foi administrada intraperitonealmente nos
animais. A glicemia foi verificada nos tempos 0, 10, 15, 20, 25, 30 e 60 min ap6s a
administracao de insulina. A taxa de constante de decaimento da glicose (kITT) foi calculada a
partir das concentragdes de glicose plasmatica durante a fase de decaimento linear, utilizando a

formula 0.693/t'2.

4.5 Eutanasia, extracao de tecidos e armazenamento

A eutanasia foi realizada segundo os procedimentos do Conselho Nacional de
Experimentacdo Animal (CONCEA), para roedores e logomorfos mantidos em instalacdes de
instituicdes de ensino ou pesquisa cientifica, do Guia Brasileiro de Produ¢do Manutencao ou
Utilizacao de Animais em Atividades de Ensino ou Pesquisa Cientifica, Resolu¢do Normativa
N°33 de 18 de novembro de 2016.

Apo6s sedacdo com gas isofluorano os animais foram decapitados e tiveram o sangue
troncular coletado para andlises subsequentes. O peritonio dos animais foi exposto para a
extracdo de tecidos hepatico, pancreatico, adiposo perigonadal, e muscular extensor digital
longo e gastrocnémio. Apos a extracao os tecidos foram pesados e armazenados, cada um
conforme o seu protocolo de andlise. Para as andlises bioquimicas do plasma, o sangue foi
coletado em tubos com 50uL de heparina, centrifugado e, o plasma sobrenadante e coletado e
armazenados em -20°C. Para as andlises histologicas os tecidos hepatico e pancredtico foram
removidos e fixados em paraformoldeido 4%, e, apos lavagem, armazenados em alcool 70%
em 4°C. Para as analises moleculares de PCR e Western Blot, dos tecidos hepatico e muscular

foram armazenados.

25



4.6 Dosagem de Insulinemia

Apos a coleta os sangues tronculares foram armazenados em microtubos com EDTA
em gelo até a coleta do plasma. As amostras foram centrifugadas a 12000 G ¢ 4 °C por 15
minutos e, em seguida o plasma sobrenadante foi coletado e armazenamento em novo tubo a -
20 °C.

A insulina plasmatica foi mensurada com o kit AlphaLISA Detection Kit. (#AL204C,
PerkinElmer®, MA, USA).

4.7 Histologia dos tecidos pancreatico e hepatico

4.7.1 Processamento dos tecidos
Apos a extracdo dos tecidos pancredtico e hepatico, armazenamento na solucdo
histologica paraformoldeido 4% por 24 horas refrigerados a 4°C. Os tecidos entdo foram
lavados com solucao tampao PBS (NaCl 140 mM, Kcl 2,6 mM, KH,PO, 1,2 mM, Na,HPO, 8,1
mM, pH 7,4), por 3 vezes (5 minutos sobre agitagio) e armazenados em Alcool 70%, & 4 °C.
As amostras foram desidratadas com um sequencia de alcoois de 80%, 95%, 100%,
xilol/alcool, xilol 100 %, xilol parafina, parafina 100%, para passarem pelo processo de

inclusao na parafina.

4.7.2 Inclusao na parafina

Com a parafina liquida a 65 °C foi dado inicio ao processo de inclusdo dos tecidos nos
moldes, colocando a amostra centralizada no bloco, com o auxilio de uma pinga. Os moldes
foram preenchidos com mais parafina liquida até serem completados. Entdo as amostras
seguiram para o resfriamento em geladeira a 4 °C e apos o resfriamento foram desemblocadas
do molde.

A partir dessa etapa os blocos seguiram para a microtomia.

4.7.3 Seccao dos tecidos

O tecido pancredtico fixado em parafina foi preso no micrétomo. Iniciamos com o
desbaste do bloco até a chegada do tecido. Apds a identificacdo do fragmento de tecido a sec¢ao
comega-se a contagem para a realizagao das secgoes seriadas, de 5 um. Entao foram coletados
os 5 primeiros sec¢des, desbastado 100 secgodes, entdo selecionados mais 5 secgdes, desbastado

mais 100 secgdes, repetindo o procedimento por mais duas vezes. Ja o tecido hepatico apds a

26



identificacdo do fragmento de tecido na seccdo comecou-se a coleta dos dois primeiros
fragmentos, de 5 um, entdo desbastou-se 200 sec¢des, posteriormente coletou-se mais dois

fragmentos de tecidos.

4.7.4 Imunohistoquimica do tecido pancreatico

Para mensuracdo da massa das células beta, as sec¢des foram desparafinizadas,
reidratadas, lavadas com tampao fosfato, PBS (pH 7,4) e incubadas com solugao de citrato de
sodio 10mM (pH 6) aquecida e mantida a 98 °C em banho-maria por 30 min para recuperagao
antigénica. Na sequéncia as sec¢Oes foram novamente lavadas com PBS e uma solugao de
perdxido de hidrogénio (0,3%) foi usada para bloquear a atividade da peroxidase endogena
antes da permeabilizagdo com PBS contendo Tween-20 (0,1%) e bloqueio com albumina
bovina (5%) em temperatura ambiente.

Apos o bloqueio, as secgdes foram lavadas com PBS e entdo, imunocoradas por
incubagdo com anticorpo primdrio policlonal anti-insulina feito em guinea pig (1:400; Dako
North America®, Inc.; cat. no. A0564) diluido em PBS contendo albumina bovina a 3%
overnight a 4°C. No dia seguinte as sec¢des foram lavadas com PBS e incubadas, por 2h em
temperatura ambiente com anticorpo HRP-conjugado anti-guinea pig (1:1000; Invitrogen®; cat.
no. 614620). Células positivas para insulina foram detectadas com solugdo de 3,3'-
diaminobenzidina (Sigma Chemical®). Na sequéncia, as sec¢des foram coradas com
hematoxilina de Ehrlich, desidratadas e posteriormente escaneadas utilizando um scanner
automatico (AxioScan, ZEISS®, Oberkochen, Alemanha) para posterior analise.

As imagens foram obtidas pelo AxioScan, a mensuracao da area total do pancreas e a
area total imunomarcada para insulina nas ilhotas, foi realizado pelo sofiware Zen Blue Lite®
(ZEISS®, Oberkochen, Alemanha). Entdo todo o tecido pancreatico foi contornado com a
ferramenta propria do sofiware seguido dos contornos nas ilhotas e posteriormente nas
marcacoes para Insulina e Glucagon. A determinagdo da massa relativa de células beta foi feita
por meio do calculo da razdo entre a multiplicagdo da area de INS* (cm?) com a massa do
pancreas (g) sobre a area total do pancreas (cm?).

As imagens representativas foram obtidas em microscopio invertido (OLYMPUS®;

Tokyo, Japan).
4.7.5 Imunoflorescéncia do tecido pancreatico

As secgoes foram desparafinizadas, reidratadas, lavadas com tampao fosfato, PBS (pH

7,4). Para recuperacao antigénica as secgoes foram incubadas com solucao de citrato de sodio
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10mM (pH 6) aquecida no micro-ondas em poténcia média por 3 minutos com ciclos de 3 vezes
e intervalo de 2 minutos entre cada ciclo.

Para diminuir as ligagcdes inespecificas do anticorpo primario e permeabilizar as
seccoes, estas foram bloqueadas em solug¢do de PBS contendo 3% de albumina bovina e 0,5%
de triton X-100 (PBST) por 1 hora em temperatura ambiente. A incubagdo com o anticorpo
primario anti-insulinaA0564, Dako cytomation, CA, USA, e anti-glucagon sc7779R, Santa Cruz
Biotechnology (na diluicao 1:100 e 1:25 respectivamente, em PBS 1% albumina bovina) por 4
horas refrigerada a 4°C em camara imida. Apoés este periodo, as sec¢des foram lavadas em PBS
(3 vezes de 5 min) e incubadas com anticorpo secundario anti-goat AlexaFluor 488 (1:500) por
1 hora em temperatura ambiente. A seguir, as seccdes foram lavadas mais 3 vezes em PBS e
incubadas com DAPI por cinco minutos em camara umida.

Ap6s lavagens em PBS (3 vezes de 5 min), as secgdes foram montadas com laminulas,
previamente lavadas para evitar artefatos, utilizando-se o meio de montagem Vectashield
antifading mounting media.

As imagens foram obtidas pelo AxioScan (ZEISS®, Oberkochen, Alemanha), a
mensuracao da drea total do pancreas e a area total imunomarcada para insulina nas ilhotas, foi
realizado pelo software ImageJ® (Fiji), apos as imagens receberem tratamento de marcacdo
inespecifica. Os resultados do ImageJ®, sdo expressos em pixel, entio os mesmos foram
convertidos para cm?. A determinagdo da massa relativa de células beta foi feita por meio do
calculo da razdo entre a multiplicagio da area de INS* (¢cm?) com a massa do pancreas (g) sobre
a area total do pancreas (cm?).

As imagens representativas foram obtidas em microscopio invertido (OLYMPUS®;

Tokyo, Japan).

4.7.6 Coloraciao Hematoxilina-Eosina do tecido hepatico
Apo0s o processo de desparafinizacao com xilol, os tecidos foram hidratados, e seguiu-
se para a coloracdo com hematoxilina de Ehrlich e eosina, diferenciador acido e basico,

desidratacao e finalizando com o meio de montagem.

4.8 Analise Estatistica

O “n” amostral foi determinado pelo modelo de Cochran (1965), em que n= 1 +
[2C*(s/d)?], onde: C= representa o poder do teste (1-B; chance de encontrar uma diferenca
existente) e nivel de significancia (a; a chance de considerar dois grupos diferentes quando eles

nao o sa0). Para p<0,05 o valor de a € 0,05. s= ¢ o desvio padrao = ¢ a diferenca esperada entre
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os grupos. Para calcular o C, deve-se aplicar a formula: C= (za + zB)?. Onde z corresponde
valores no intervalo de 0,95 (zo=1,96 e¢ zp= 1,282) ou seja (1,96 + 1,282)> = 10,51
Considerando-se um desvio méaximo (s) de 0,20 (20%) e a diferenca da média entre os grupos
(d) de 0,45 (45%), ao aplicarmos a formula temos que: n=1+[2*10,51%(0,2/0,45)*] + % 10 para
eventual perdas = 5,66, ou seja, = 6 animais por grupo.

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (SEM). A
verificacao dos outliers foi feita pelo método de Grubb’s. Os dados passaram por testes de
normalidade Kolmogorov-Smirnov e Shapiro—Wilk para verificar a frequéncia de distribuigao.
As comparagdes entre os animais WT e KO, antes da exposi¢ao a dieta HFD, foram realizadas
pelo teste T de Student ou Mann Whitney quando os dados ndo foram paramétricos. Ja as
comparagdes pos a exposicao as dietas foram realizadas por ANOVA de uma via seguido do
pos-teste de Turkey ou Kruskal Wallis Test?, com comparagdes de Dunn, quando os dados ndo

foram paramétricos. Foi considerado estatisticamente relevante quando p<0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Validacao dos animais knockout

Devido a expressdao de glicoquinase (GCK), a baixa afinidade com hexoquinase
(HCK), e o bidirecional transportador de glicose, glucose transporter 2 (GLUT2), a célula beta
pancredtica ¢ unicamente desenhada para sentir pequenas mudangas nas concentracdes da
glicose fisiologica e finalmente regular as concentragdes intracelulares de ATP em resposta
para o consumo de glicose e metabolismo. As células beta respondem ao aumento da glicose
através das vias de sinalizacao que levam a secre¢ao de insulina. (Boland, Rhodes e Grimsby,
2017)

O regulador primario da secre¢do de insulina nas células beta ¢ a concentragdo de
glicose plasmatica circulante. A célula beta estd fundamentalmente pronta para detectar glicose
na faixa fisiologicamente relevante (Ohneda et al., 1993). Uma vez que a glicose entra na célula
via GLUT?2, ela ¢ fosforilada pela GCK para formar glicose-6-fosfato na etapa limitante da taxa
deste processo. Uma vez formada, a glicose-6-fosfato entra na glicolise para formar piruvato, o
qual é oxidado pela piruvato-desidrogenase em Acetil-CoA, que entra no Ciclo Acido
Tricaboricarboxilico (TCA) na mitocondria, para produzir NADH e FADH2, que podem entao
ser metabolizados oxidativamente para produzir ATP (Schuit ez al., 1999).

O K*ATP, cuja funcionalidade depende da adequada expressao da subunidade Ki:6.2,
regulada pelo gene HNF4a, ¢ fechado a partir do aumento da razdo ATP/ADP resultante do
aumento do fluxo glicolitico nas células beta. Esse evento culmina na despolarizagdo da
membrana bicamada fosfolipidica e subsequente abertura dos canais de Ca®* tipo L dependentes
de voltagem e rapido influxo de Ca?* na célula. O aumento do Ca* citosolico intracelular é o
principal mediador da exocitose da insulina (Curry et al, 1968), pois arbitra os eventos
necessarios, incluindo o trafego do granulo secretor de insulina para a membrana plasmatica,
priming, docking e liberagdo regulada exocitotica via SNARE complexos (Figura 4) (Engel et
al., 1968).
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Figura 4 - Ilustragdo representativa da secrec¢@o de insulina
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FONTE: Adaptado de Campbell ¢ Newgard, 2021.

Dessa forma os animais KO para HNF4a, apds a aplicacdo de Tamoxifeno (para a
ativacdo da enzima CRE-recombinase) apresentam uma menor glicemia de jejum em
comparagdo com os animais WT, devido a dependéncia do HNF4a para a expressdo da
subunidade Ki:6.2 do K*ATP, fundamental no processo de exocitose da insulina.

Diante dessas informagdes, para confirmagdo da ativagdo da enzima CRE-
recombinase, 15 dias ap6s a ltima aplicagdo do Tamoxifeno, avaliamos a glicemia de jejum
dos animais. Como esperado, os animais KO apresentaram uma glicemia de jejum menor em
relacdo aos animais WT (Fig. 5, p<0,05). Isso se d4 devido a inabilidade das células beta dos
animais KO em secretar insulina de maneira controlada, apresentando secre¢do em condicdes
basais de glicose sanguinea.

Além da participacdo na secre¢do de insulina, 0o HNF4q, também demonstra contribuir
para expressao de mRNAs de genes que estdo relacionados com o metabolismo da glicose e
com a GSIS, entre eles o gene para o GLUT2, Aldolase, L-piruvato quinase (Wang et al., 2000).

Além da atividade per se do HNF4a em regular o metabolismo da glicose nas células beta em
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adultos, observa-se também um /oop regulatorio entre HNF4a e HNF1la (Gupta e Kaestner,
2004), onde ambos os FT se autorregulam controlando genes importantes para a Glucose
Stimulated Insulin Secretion (GSIS) (Hansen ef al., 2002; Johnson, 2007).

Este trabalho ndo realizou o teste de GSIS, bem como mediu a insulina sérica antes da
exposi¢ao a dieta, porém Barth e Ruoso, et al., (2021) demonstraram em seu trabalho que os
animais KO para HNF4a apresentam maior hiperinsulinemia quando comparados com os
animais WT. Também no mesmo trabalho, no teste de GSIS, quando as ilhotas dos animais
geneticamente modificados foram desafiadas com alta concetragdo de glicose (16,7 mM), esse
mesmo grupo secretou mais insulina que os animais sem dele¢do genética. Demonstrando
entdo, que de fato, os animais KO para HNF4a tém uma condi¢do de secrecdo de insulina em
niveis supra fisioldgicos o que os deixa hiperinsulinémicos. Diante dessas informagdes, € ainda
correlacionando com o fato que no ipGTT (Fig. 5 B), os animais apresentam normoglicémica
e auséncia de RI.
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Figura 5 - Confirmacio do perfil glicémico dos animais Knockout para HNF4a

Glicemia de jejum e ipGTT dos animais Knockout e WildType, antes da exposi¢do a dieta hiperlipidica ou dieta
controle. Analise da Glicemia apds 10 horas de jejum (A) e ipGTT (B) dos animais WT: n= 5 ¢ KO n=7, 15 dias
depois da ultima aplicagdo de tamoxifeno, antes do inicio das dietas. Dextrose foi usada no ipGTT com dose de
1U/kg intraperitoneal. WT: Animal HNF4q/o*P1oxP;[ng1 € ¢ KO: HNF40/!°P1*P:Ins1¢* | Dados mostrados com
média £ SEM. Valor de p apresentado como *p<0,05 comparagdes usando teste ¢ de Studant.
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5.2 Desfechos da dieta

5.2.1 Ingestao alimentar e mudanca da massa corporal

Sendo assim, ap6s a confirmagdo da ativacdo da enzima CRE-recombinase, para a
caracterizacao do nosso modelo, iniciamos a oferta de dieta hiperlipidica (HFD) ad libitum aos
animais.

Semanalmente os animais foram pesados e tiveram sua dieta consumida anotada por
20 semanas. Na Figura 6 A (p<0,05) ¢ possivel notar, embora os grupos estejam proximos
estatisticamente, que o grupo alimentado com dieta HFD consumiu menos dieta ao longo do
experimento em comparagdo com o grupo alimentado com dieta padrdo. E a diferenca da
ingestao observada ndo teve relagdo com a massa corporea dos animais, uma vez que a ingestao
alimentar diaria foi normalizada pela massa dos animais (Fig.6 C, p<0,0001). A obesidade, que
pode ser observada nos animais nas Figuras 7 B-C (p<0,05), se desenvolve quando a ingestao
de energia excede o gasto de energia ao longo do tempo, com o excesso de energia armazenado
como gordura.

Hormonios gastrointestinais estimulados por refeicdes gordurosas, como a
Colecistocinina (CCK), contribuem para a homeostase energética, e alguns influenciam o
cérebro servindo como sinais de saciedade para inibir a ingestdo de alimentos. A CCK periférica
¢ secretada pelas células I intestinais em resposta a refeicoes gordurosas e esta envolvida na
modulagdo intestinal, motilidade, estimulando a secrecdo de enzimas pancredticas e regulando
o tamanho da refeicao (Lo ef al., 2010). A administra¢do intraperitoneal de CCK purificada em
ratos em jejum reduz o tamanho da refeicdo, mas ndo a frequéncia da refeicdo classificando a
CCK como um peptideo de saciedade (Mueller e Hsiao, 1977). Sendo assim, em concordancia
com a literatura, a dieta HFD induziu maior saciedade que a dieta padrdo, por isso 0s animais
comeram menos no montante total de 20 semanas.

Além disso, apesar da Figura 6 B inferir que o consumo caldrico didrio de ambos os
grupos foi equiparavel, a figura 6 D (p<0,001) reflete que a dieta HFD teve eficiéncia energética
mais pronunciada que a dieta padrao, justificando assim o fato do ganho de massa corporal e

aumento de gordura perigonadal. (Fig. 7 B-C, p<0,05).
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Figura 6. Diferenca ingestdo acumulativa das dietas, ingestio calorica, eficiéncia calorica e ingestdo alimentar
relativa 2 massa corporal do animal. Consumo de dieta padrdo: n =4 HFD: n = 4 (A). Eficiéncia da dieta padrao: 6
HFD: 8 obtida por meio da razdo entre a A massa do animal (g) e o consumo caldrico (Kcal) (B). Calorias didrias
consumidas por animal dieta padrdo: n = 6 HFD: n=8 (C). Dados mostrados com média = SEM. Valores de p
apresentados como *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, p<0,0001, usando Teste de Mann Whitney para eficiéncia alimentar
da dieta e consumo alimentar acumulado, teste t de Student para ingestdo alimentar normalizada pela massa do animal.

34



>

150

- CTL

—— CTLHFD
1007~ KO/MFD

50

e T

Mudanga de massa corporal
(%)

I I I I I I I I I I I I I | [ 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Semanas

B C &

Ganho de massa corporal
(%)
3
1
Gordura Perigonadal
(9)

1 o4}

0 |

N
&

0

I ]

Q Q % Q
& Ay S &

Figura 7. Ganho de massa corporal e decido adiposo em resposta a exposicio a dieta hiperlipidica em de
animais knockout e WildType. Porcentagem de mudanca de massa corporal CTL: n = 3; CTL/HFD: n=3;
KO/HFD: n=4 (A). Actiimulo de tecido adiposo perigonadal em resposta a exposi¢do a dieta rica em gordura ou
dieta padrao: CTL: n=3; CTL/HFD n=3; KO/HFD = 4 (C). Dados mostrados com média = SEM. Valores de p
apresentados como *p<0,05, usando Teste Kruskal Wallis com comparagdes de Dunn.
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5.2.2 Dieta Hiperlipidica e a esteatose hepatica

Ainda sobre os efeitos da dieta HFD, quando observamos as laminas de figado dos
animais WT e KO (Fig. 8 B ¢ D), podemos notar que quando expostos a dieta gordurosa os
animais apresentam esteatose ao longo do parénquima hepatico. Por outro lado, os animais
alimentados com dieta padrao WT e KO (Fig. 8 A e C) apresentam parénquima hepatico

preservado.

ado em cortes histolégicos do
tecido hepatico de animais WildType e Knockout para HNF40. Coloragdo Hematoxilina-Eosina do
tecido hepatico de animais WildType (A e B) e Knockouts (C e D). Animais alimentados com dieta padrao
por 20 semanas (A e C) ou HFD (B e D). As flechas vermelhas indicam os espagos portais e as pretas as
veias centro lobulares, circulado em vermelho estd o acimulo de gordura (esteatose).

Ambos os animais alimentados com dieta rica em gordura possuem sinais de tal
exposicao: (1) animal CTL/HFD e KO/HFD, apresentaram macro e micro depdsitos de
goticulas de lipideos (esteatose) (Fig. 8 B) (destacado em vermelho) e (2) animal KO/HFD,
com delecao do gene HNF40, manifestou difusos depdsitos de gordura ao longo do parénquima
hepatico evidenciando uma alteragdo na Hialina do hepatdcitos, bem como hepatdcitos
abaulados (Fig. 8 D). Essas evidéncias nos direcionam a pensar que a dele¢do especifica do FT
HNF4a na célula beta do pancreas pode desencadear alteragdes sistémicas. Acreditamos que
isso pode ser em decorréncia da falta de insulina circulante no animal KO.

Achados caracteristicos tais como: alteracdo da Hialina de Mallory, abaulamento dos

hepatocitos, presenca de imuno necrose, tecido fibroso (principalmente nos espagos portais e
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veias centro lobulares), além da propria esteatose ao longo do tecido hepatico observadas nas
seccoes histologicas previamente mencionadas (Fig. 8 B e D), sdo sugestivos de Doenga
Hepatica Gordurosa Nao Alcodlica (Powell, Wong e Rinella, 2021), que esta ligada com
obesidade e tem seu diagnostico clinico que pode ser dado por meio da biopsia do tecido
hepatico (Ipsen, Lykkesfeldt e Tveden-Nyborg, 2018).

Na Figura 9 A, animal sem alteragdo genética, alimentado com dieta HFD, percebe-se
uma massa de células imunoldgicas, compostas principalmente por Linfocitos T, na Figura 9
B, também do mesmo grupo experimental, nota-se a presenga tanto de fibroblastos quanto de
fibrocitos, o que indica tecido fibroso, proximo ao espaco portal. Por outro lado, na Figura 9 C,
observa-se que os animais geneticamente modificados tiveram auséncia das células do sistema
imunoldgico, porém tiveram extensa esteatose ao longo do parénquima hepatico bem como a

fibrose no tecido demonstrou-se mais abrangente.

.

Figura 9. O efeito da dieta rica em gordura observado em cortes histolégicos do tecido hepatico de
animais WildType e Knockout para HNF40. Coloracdo Hematoxilina-Eosina do tecido hepatico de
animal WildType (A-B) e Knockout (C-D). Animais alimentados com HFD por 20 semanas (A, B, C e D).
Indicando imuno necrose na flecha vermelha e a auséncia da mesma na flecha azul, alteragdo da Hialina de
Mellory e abaulamento do hepatécito, circulados em vermelho e fibrose nas flechas pretas.

Sendo assim, esses dados da ingestdo acumulativa e da mudanca da massa corporal ao
longo do tempo, do peso das gorduras perigonadais e da histologia do tecido hepatico validam

0 nosso modelo de obesidade.
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5.3 Adaptac¢oes metabolicas na obesidade

5.3.1 Perfil glicémico e sensibilidade a insulina

Apo6s 20 semanas de dieta avaliamos a tolerancia a glicose (ipGTT) e a sensibilidade
a insulina (ipITT). Estes experimentos nos permitem analisar, como os tecidos periféricos
(principalmente musculo esquelético e tecido adiposo) estdo respondendo a insulina e também
inferir sobre o funcionamento das células beta (Bowe ef al., 2014). A HFD promoveu um
aumento na glicemia de jejum nos animais KO/HFD (Fig. 10 C, p<0,01) Ainda, a dieta induziu
uma intolerancia a glicose e essa intolerancia parece ser maior nos animais KO (Fig. 10 A, Ce
D, p<0,01). O que vai ao encontro dos dados demonstrados por Gupta e Kaestner, (2007) no
modelo de aumento da demanda metabolica induzida por prenhez, em que impacto da
deficiéncia de HNF4a na resposta imediata ao desafio de glicose ¢ pronunciado, sugerindo que
a deficiéncia na fun¢do das células beta nos camundongos mutantes HNF4a, prejudica ainda
mais a tolerancia a glicose.

Com esses dados, do ponto de vista do metabolismo glicémico, podemos inferir que
os animais KO sdo mais susceptiveis a acdo da HFD, apresentando aumento na glicemia de
jejum e profunda intolerancia a glicose. No mesmo sentido e, como esperado, a exposicao a
dieta gordurosa reduziu a sensibilidade a insulina igualmente nos WT e KO, independente do
genotipo, com diferenca estatistica em relagao ao grupo CTL, alimentado com dieta padrao
(Fig.10 B e E, p<0,05).

Ja ¢ bem estabelecido no meio cientifico que qualquer reducdo na sensibilidade
periférica a insulina, ¢ reparada de forma adaptativa pelo aumento da funcdo das células beta
pancreaticas e ainda pela expansdo dessa populagdo de células. Quando ndo ocorre essa
adaptacdo na estrutura do tecido pancreatico, sobre tudo nas células beta, diante da demanda
por insulina imposta pelo ambiente, seja por glicocorticoide, (Rafacho et al.,, 2008), prenhez
(Gupta e Kaestner, 2007) ou obesidade (Hotamisligil, 2017), pode surgir hiperglicemia em
jejum e/ou poés-prandial. Sendo assim podemos inferir que nosso modelo experimental
apresentou as caracteristicas de aumento da demanda metabdlica diante de um cenério

obesogénico.
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Figura 10. Perfil glicémico de animais knockout e WildType expostos ou nio a dieta rica em gordura.
Analise do teste de tolerancia a glicose com aplicagdo de 1 U / kg intraperitoneal de dextrose, ipGTT de animais
CTL: n=6; CTL/HFD n=4 KO/HFD: n = 6, depois de 20 de exposi¢do a dieta (A) e teste de tolerancia a insulina,
aplicagdo de 1 U/kg intraperitoneal, coleta do sangue caudal, ipITT. CTL: n=5; CTL/HFD: n = 4; KO/HFD n =
6 (B). E a area-under-glucose-curse (AUC) foi derivado a partir do grafico (C). Glicemia de jejum antes do ipGTT
(D). Constante de decaimento da glicose em resposta a aplicag@o, kITT, grafico derivado a partir dos dados do
ITT, CTL: n=5; CTL/HFD: n = 4; KO/HFD n = 6 (E). Dados mostrados com média + SEM (B, C, E). Valores
de p apresentados como *p<0,05 usando teste Kruskal Wallis com comparag¢des de Dunn.

5.3.2 Insulinemia

Entdo seguimos para a quantificagdo das insulinemias de jejum para analisar se a
funcdo da célula beta estava prejudicada nos animais com modificacdo genética e desafiados
com dieta gordurosa. As andlises da insulinemia de jejum nos sugerem que os animais WT
alimentados com dieta rica em gordura desenvolveram uma hiperinsulenemia em comparacao
com os animais alimentados com dieta controle (Fig. 11 A, p<0,01). Fato que vai ao encontro
da literatura pois, os niveis plasmaticos de adiponectina, uma citocina pro-inflamatoria
caracteristica da obesidade, foram correlacionados com as concentragdes dos niveis plasmaticos
de insulina, e foi constado que individuos obesos (IMC>30) apresentam correlagdo positiva,

nas concentracdes de insulinemia. (Weyer, 2001).
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Insulinemia

Porém, ao observarmos a insulina plasmatica dos animais KO, também alimentados
com dieta rica em gordura, ndo observamos um aumento na mesma propor¢ao que nos WT. Ja
em humanos com DM 2, doenga atrelada com a obesidade devido as altera¢des funcionais, as
células beta nesses pacientes eram aproximadamente 30% maiores do que as células beta de
individuos normais. Além disso, propor¢ao da area citoplasmatica para a area nuclear também
foi muito maior nos pacientes diabéticos tipo 2 em relagdo aos controles normais (Cho et al.,
2011). Assim, o fato de os animais KO nao apresentarem, em compara¢ao com os animais WT,
hiperinsulinemia induzida pela dieta gordurosa corrobora nossa hipotese de que o HNF4a ¢
crucial para o aumento de massa secretora de insulina em modelos de RI. Os dados da
quantificagdo da insulinemia vao ao encontro dos dados exibidos na Figura 9, em que os animais
expostos a dieta gordurosa e com delecao do gene HNF40 demonstraram maior intolerancia a

glicose do que os animais WT também expostos & mesma dieta.
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5.4 Adaptacoes estruturais no tecido pancreatico

5.4.1 Analise da arquitetura morfologica do tecido enddcrino pancreatico

A partir dos dados metabdlicos de perfil glicémico e insulinemia nos questionamos se
isso se refletiria na arquitetura no pancreas. Entdo, para aprofundar as observacdes seguimos
para as analises do tecido pancreatico. Inicialmente utilizamos a técnica
Imuno-histoquimica (IHQ), e comegamos a ver resultados promissores, que corroboravam com
a nossa hipotese tais como: (1) redugao da massa de célula beta do animal mutante alimentado
com HFD, em compara¢do com o sem muta¢ao (Figura Suplementar 1 E). E (2) reducao no
tamanho das ilhotas na distribui¢do por tamanho ao longo do corte histolégico (Figura

Suplementar 1 H).
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Nosso grupo de pesquisa ja vem trabalhando ha muito tempo com animais KO para o
HNF40 e em trabalhos anteriores ja foi visto que ap6s um insulto metabdlico com
dexametasona os animais mutantes sdo incapazes de desempenhar adaptacdes morfologicas
para expandir a populacao de células beta (dados ndo mostrados), revelando assim que o HNF4a
desempenha um papel importante sobre a manutencao da expansdo adaptativa das células
secretoras de insulina.

Além disso, Gupta e Kaestner (2007), ao desafiar o metabolismo de camundongos
prenhas KO para HNF4a, submeteram as laminas histologicas desses animais a um marcador
de proliferacdo celular BrdU, este marca nucleos em divisdo, e observaram que as prenhas
tiveram menos marcacdo para proliferagdo que as prenhas ndo mutantes, evidenciando a
importancia do HNF4a para a expansao da massa de célula beta.

Sendo assim, submetemos os nossos proximos cortes histologicos a técnica de IF
(Fig.12 A-P). Nos dados quantitativos referentes ao aumento massa de célula beta, induzida por
dieta gordurosa, o grupo KO/HFD nao apresentou diferenca estatistica com relagdo ao CTL
(alimentado com dieta padrao), enquanto que o CTL/HFD teve diferenca estatistica significante
na expansdo da massa produtora de insulina. Ou seja, ¢ possivel afirmar que KO/HFD teve
prejuizo nessa adaptagdo compensatdria do pancreas em comparacdo com os animais do
CTL/HFD (Fig. 12 Q, p<0,05). Esses dados em conjunto reforcam mais uma vez a importancia

do HNF4a para morfofuncionalidade pancredtica.
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Figura 12. Imunoflorescéncia do pancreas de animais Knockout e WildType alimentados ou ndo com dieta HFD e anilise
quantitativa da massa de célula beta a partir dos dados da Imunoflorescéncia. Barras da escala significam 100 pm em uma magnitude
final de 10x e 40x, como indicado na figura (A-P) CTL: n =3, CTL/HFD: n = 3, KO/HFD: n = 5. O calculo da massa de célula beta foi
feito em duplicata a partir de dois cortes diferentes do pancreas do mesmo animal (Q). média £ SEM. Valores de p apresentados como
*p<0,05, ANOVA de 1-via com pds hoc de Tukey.
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6. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Com o conjunto de dados podemos inferir que a dieta HFD induziu os animais a um
perfil diabético, com diminui¢do da sensibilidade a insulina e intolerdncia a glicose,
caracteristicas estas que foram mais acentuadas nos animais sem expressao do gene HNF4aq,
pois esses animais ndo secretaram insulina de modo compensatorio diante do desafio com dieta.
A redugdo de insulina plasmatica nos animais KO/HFD, em comparacao com CTL/HFD ¢
explicada pela inabilidade desse grupo em expandir a massa secretora de insulina de forma
adaptativa, como ocorreu no grupo CTL/HFD, que conseguiu se distanciar significativamente
do grupo CTL enquanto que os KO/HFD nao. Confirmando a nossa hipdtese de que animais
knockout para HNF4a apresentam um prejuizo no aumento de massa de célula beta, induzido
pela RI em animais submetidos a dieta hiperlipidica.

Contudo, ndo sabemos se a expansdo massa de célula beta, induzida pela dieta
gordurosa nos animais CTL/HFD foi devido a proliferagcdo, diferenciagdo, neogénese ou
hipertrofia, sendo assim, com a finalidade aprofundar as analises para a publica¢do da pesquisa,
ainda pretendemos realizar [HQ no pancreas para Ki67, um marcador de proliferagao celular.
E ainda temos a intensdo de realizar as andlises bioquimicas do plasma sanguineo (Colesterol
e High-density lipoprotein), bem como aspartato aminotransferase e alanina aminotransferase

para caracterizacao do modelo e analise da funcdo hepatica.
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8. ANEXOS
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Figura Suplementar 1. Imunoistoquimica do pincreas de animais Knockout e WildType alimentados ou nio com
dieta HFD. Imunomarcacao para insulina de WT (A e C) e KO (B e D) animais alimentados por 20 semanas com dieta
padrdo (A e B) ou HFD (C e D). Massa de Ilhota pancreatica (E), % positive para insulina marcada (F), area de ilhota (G)
e distribuicdo das ilhotas por tamanho (H) de animais CTL: n = 1, KO = 1; CTL/ HFD n=1; KO / HFD: n = 1, depois de
20 semanas de exposicao a dieta.
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Figura Suplementar 2. Imunoflorescéncia do pancreas de animais Knockout e WildType alimentados ou ndo com
dieta HFD. Barras da escala significam 100 um em uma magnitude final de 40x, como indicado na figura.
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8.2 Anexo 02

Comisséo de Etica no
Uso de Animais

Florianépolis, 18 de maio de 2022
CEUA N 7696221019

lImo(a). Sr(a).
Responsavel: Gustavo Jorge Dos Santos
Area: Ciéncias Fisioldgicas

Titulo da proposta: "O PAPEL DO HNF4? NA EXPANSA?0 DA MASSA DE CE?LULA ? INDUZIDA POR DIETA HIPERLIPIDICA".

Parecer Consubstanciado da Comisséo de Etica no Uso de Animais UFSC (p 001623)

A Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Santa Catarina, no cumprimento das suas atribuicées, analisou
e APROVOU o Relatdrio Final (versao de 31/margo/2022) da proposta acima referenciada.

Resumo apresentado pelo pesquisador: "1. Os objetivos propostos foram todos cumpridos? Resp: Sim. Os resultados obtidos
propiciaram a criagdo de novos projetos? Resp: Nao. 2. O N amostral proposto inicialmente foi suficiente? Resp: Sim, o N amostral
foi suficiente. 3. Houve perdas? se sim, quantas? Resp: Nao houve perdas de animais. 4. Ocorreu algum evento adverso durante a
conducao do estudo? Resp: Ndo. 5. Resultados j& apresentados em congresso? Resp: Sim, os resultados foram apresentados em
reunides cientificas nacionais 6. Resultados ja publicados? Resp: Nao. Devido a um problema de salide, a mestranda responsavel
peloprojeto estd afastada e sua defesa prevista para Jun/2022. Ainda, o artigo orieundo dessa dissertacao esta sendo escrito e
devera ser submetido no segundo smestre de 2022. Destaco que toda a parte experimental ja foi finalizada.".

Comentario da CEUA: "Resultado CEUA - Aprovado".

é@uu‘am A Yoo oo

Luciana Aparecida Honorato Vanessa Rafaella Foletto da Silva
Presidente da Comiss&o de Etica no Uso de Animais Vice-Presidente da Comiss&o de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Santa Catarina Universidade Federal de Santa Catarina

Rua Desembargador Vitor Lima, 222, sala 401 - Trindade - Floriandpolis/Santa Catarina-SC CEP: 88040-400 - tel: 55 (48) 3721-6093
Horério de atendimento: 22 a 62 das 8h as 12h e das 14h as 18h : e-mail: ceua.propesq@contato.ufsc.br
CEUA N 7696221019
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	ATP – Adenosine Triphosphate / Trifosfato de Adenosina;
	cDNA – Complementary Deoxyribonucleic Acid / Ácido Desoxirribonucleico complementar;
	CEUA – Comitê de Ética no Uso de Animais;
	CTL – Grupo Experimental Controle Wild Type e Dieta Padrão;
	CTL/HFD – Grupo Experimental Controle Wild Type e Dieta HFD;
	DAB – Diaminobenzidina;
	DAPI – 4', 6-diamidino-2-fenilidona;
	DM – Diabetes Mellitus do Tipo 2;
	DM – Diabetes Mellitus;
	DM2 – Diabetes Mellitus do Tipo 1;
	DNA – Deoxyribonucleic Acid / Ácido Desoxirribonucleico;
	DP5 – Death protein 5 / proteína de morte 5;
	FMO – Federação Mundial da Obesidade;
	FT – Fator de Transcrição;
	GCK – Glicoquinase;
	GLUT 2 – Glucose transporter 2 / Transportador de glicose 2;
	GLUT 4 – Glucose transporter 4 / Transportador de glicose 4;
	GSIS – Glucose Secretion Insulin Stimulation / Secreção de Insulina Estimulada por Glicose;
	HCK – Hexoquinase;
	HFD – High fat diet / Dieta rica em gordura;
	HNF4α – Hepatocyte Factor Nuclear 4 alpha / Fator Hepático Nuclear 4 alfa;
	IKKB – Inhibitor of nuclear Factor kappa-B Kinase Subunit beta / Inibidor da Subunidade beta do fator cinase nuclear kappa-B;
	IL-6 – Interleukin-6 / interleucina-6;
	ipGTT – Glucose Tolerance Test / Teste Intraperitoneal de Tolerância à Glicose;
	ipITT – Insulin Tolerance Test / Teste Intraperitoneal de Tolerância à Insulina;
	IR – Insulin Receptor / Receptor de Insulina;
	IRS – Insulin Receptor Substrate / Substrato do Receptor de Insulina;
	KH- Grupo experimental Knockout HFD;
	KO – Animal Knockout;
	KO/HFD – Grupo Experimental Knockout e Dieta HFD;
	MODY1 – Maturity Onset Diabetes of the Young 1/ Diabetes de Início na Maturidade dos Jovens 1;
	mRNA – Messenger Ribonucliec Acid / Ácido Ribonucleico Mensageiro;
	OMS – Organização Mundial da Saúde;
	PKC – Protein Kinase C / Proteína Cinase C;
	PKR – Protein Kinase R / Proteína Cinase R;
	RE – Retículo Endoplasmático;
	RI – Resistência à Insulina;
	SNARE – “SNAP” “RE”ceptores - Família de proteínas;
	TNF-α – Fator de Necrose Tumoral alpha / Fator de Necrose Tumoral alfa;
	TRL – Toll-like receptor / Receptor do Tipo Toll
	1. INTRODUÇÃO
	1.1 Obesidade e Diabetes
	1.2 O HNF4α e a massa de célula beta, proliferação celular, diferenciação, transdiferenciação e regeneração
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	4.3.2 Teste intraperitoneal de tolerância à insulina (ipITT)
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