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RESUMO

O diabetes mellitus (DM) é uma sindrome de etiologia multipla caracterizada por
hiperglicemia crénica. Independente da etiologia, o DM reduz o numero de células 3
e, qualquer forma de DM seria beneficiada com um tratamento que promova a
regeneragao de células B. Uma técnica promissora é o desenvolvimento de células
a partir de células-tronco humanas pluripotentes (hPSC), denominadas hPSC-. O
que limita essa técnica € a geragdo de hPSC-B viaveis para o transplante em
humanos, pois elas ndao chegam em um estagio de maturagdo suficiente para
secretar insulina, e consequentemente, ndo podem ser utilizadas na remissao do
DM. Para desenvolver metodologias que culminem na maturacdo das HPSC-3 é
necessario compreender como a maturagao acontece em células B pancreaticas
durante o desenvolvimento e conhecer quais os elementos e os fatores internos e
externos envolvidos. Acredita-se que a capacidade secretdria de insulina estimulada
pela glicose seja alcangada devido as alteragdes em fatores de transcrigdo, nas vias
AMPK e mTORC, na atividade mitocondrial e na maquinaria de processamento e
exocitose da insulina durante a maturacédo. Dessa forma, investigamos as alteragdes
funcionais, transcricionais e metabdlicas que ocorrem durante a maturacdo das
células B pancreaticas de camundongos C57 nos estagios neonatos 3, 9 e 20 dias
apos o nascimento e adultos (45-60 dias). Depois do isolamento das ilhotas nos
periodos ja citados, incubamos as ilhotas em meio RPMI por 24h e depois
analisamos a expressao génica, proteica e realizamos a secregdao de insulina
estimulada pela glicose (GSIS). Os dados foram analisados no software Graph
Prism 8. Observamos maior expressdo de mRNA de MAFA, PAX6, INS, GLUTZ2,
GCK que sao importantes para identidade, maturacdo e fungdo de células f3
pancreatica em ilhotas de adultos (ilhota madura), como também vimos que maior
expressdo de ERO1 ao decorrer da maturacédo e expressao elevada da PDIAG
durante todo o desenvolvimento. Esses dois ultimos genes codificam proteinas
abundantes do reticulo endoplasmatico (RE). Verificamos que a proliferagao € maior
em ilhotas de neonatos (ilhotas imaturas), com a expressao do Ki67. A GSIS foi
maior em células B maduras, demonstrando uma maior eficiéncia na secrecao de
insulina. Porém, encontramos maior secrecao de insulina em ilhotas imaturas em
relagdo ao conteudo total e mesmo tendo uma secrecgéo basal aumentada, para uma
secrecao de 50% do conteudo total, essas precisam de um estimulo maior de
glicose. Dessa forma concluimos que os fatores de transcricdo importantes na
identidade e para a maturidade da célula B pancreatica sdo aumentados a partir do
9° dia apos o nascimento, mas diferente disso, a GSIS eficiente é alcangada
somente apos o 20° dia apds o nascimento.

Palavras-chave: Diabetes Mellitus; Transplante de hPSC-B; Maturagao de célula 3
pancreatica; Secreg¢ao de insulina; medicina regenerativa.



ABSTRACT

Diabetes Mellitus (DM) is a multiple etiology metabolic syndrome characterized by
Chronic hyperglycemia. Regardless of its etiology, DM reduces pancreatic B cell
numbers, and any type of DM would benefit from a treatment that promotes 3 cell
regeneration. (So, any treatment that promotes B cell regeneration would benefit
every type of DM.) One promising technique is the development of B cell derived
from human pluripotent steam cells (hPSC) described as hPSC- 3. The limiting factor
on this approach, is the viable generation of hPCS- B necessary for human
transplantation, due to the inability on reaching a maturation state enough in order to
secrete insulin, and so, being unable to reverse the DM state. In order to develop
strategies that reach hPSC- B maturation, the comprehension of how the maturation
process occurs throughout its development and point which elements and all
possible factors involved. It is to believe that glucose stimulated insulin secretion
capacity would be achieved due to alterations in transcription factors, AMPK and
mTOR pathways, mitochondrial activity and in the insulin processing machinery and
its exocytosis during maturation. Thus, we investigate functional, transcriptional and
metabolic alterations throughout pancreatic  cell maturation of C57 mice, during
newborn stages P3, P9, and P20 and adults (45-60 days). After isolation, islets were
incubated in RPMI medium for 24 hours, and then we analyzed genetic and proteic
expression and glucose stimulated insulin secretion (GSIS). Data was analyzed with
the GraphPad Prism 8. We observed an increased mRNA expression of MAFA,
PAX6, INS, GLUT2 and GCK, these being crucial to identity, maturation and 8 cell
function, and also, it was showed increased ERO1 expression in mature 3 cells and
increased PDIAG expression as well. These last cited genes are responsible for
coding proteins abundantly in the endoplasmic reticulum (RE). Data showed that
proliferation was increased in immature cells through Ki67 expression, and GSIS was
increased in mature B cells, attesting an efficiency in insulin secretion. Therefore, our
research presented a higher insulin secretion on immature (3 cells in relation to the
total content, even showing an increased baseline secretion. In order to secret about
50% of it's total content, immature cells need an increased glucose stimuli. In
conclusion, our data showed that transcription factors essential for B cell identity and
its maturation are increased from the 9° day after birth, but other than that, an
efficient GSIS is only achieved from the 20° day after birth.

Keywords: Diabetes Mellitus; hPSC-B transplantation; Pancreatic B cell maturation;
Insulin secretion; regenerative medicine.
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1INTRODUGAO

O diabetes mellitus (DM) é uma sindrome de etiologia multipla caracterizada
por hiperglicemia crénica associada a alteragdes no metabolismo de carboidratos,
proteinas e lipidios. A sua incidéncia esta aumentando na populagdo mundial, em
2021 haviam 536,6 milhdes de pessoas, de 20 a 79 anos, convivendo com essa
doenca e, as estimativas para o ano de 2045 sao que 783,2 milhdes de individuos
estardo com diabetes. Dentro da classificagdo mundial, o Brasil esta na 6°
colocacao, com 15,7 milhdes de pessoas diabéticas (1). Apesar da melhoria da
qualidade e da expectativa de vida dos diabéticos hoje, os gastos publicos
relacionados com essa patologia sdo enormes e ela ainda gera complicagdes fatais
(2).

Ha diferentes tipos de DM, os poligenéticos como o diabetes mellitus tipo 1
(DM1) e o diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e os monogenéticos, como o MODY (que
vem da sigla Maturity Onset Diabetes of the Young). O DM1, que representa 10-20%
dos casos, é causado por um ataque autoimune as células B decorrente de uma
predisposi¢cao genética e fatores ambientais, como infec¢des virais e dieta. O DM2
que acomete a maior parte da populacdo diabética, em torno de 80-90%, €
ocasionado por uma disfungdo na célula B e esta muito associado a resisténcia a
insulina, obesidade, dieta, estilo de vida, alteragao da depuragao da insulina e idade
(3-4). Ja o MODY, que acomete cerca de 1 a 5% da populagao diabética dentro da
classificagdo do DM2, é ocasionado por mutagcbes em um gene especifico
relacionado com a sobrevivéncia, maturacdo e/ou a fungdo da célula produtora de
insulina (5). Apesar de terem etiologias diferentes, a longo prazo qualquer tipo de
DM leva a disfungcédo e/ou morte das células 3 pancreaticas e consequentemente, ha
um aumento da concentragdo da glicose sanguinea (6-7), destacando o papel
central dessa célula no desenvolvimento desta sindrome.

Essa patologia atinge individuos de varias idades, e esses, estao sujeitos a
conviver com complicagbes como a macroangiopatia, microangiopatia, nefropatias,
neuropatias, os riscos para amputacbes de membros inferiores, mortalidade e
morbidade (8-9). Sabe-se que atualmente os tratamentos mais utilizados no DM1
sdo as infusdes diarias de insulina exdgena e no DM2 sdo os usos de
hipoglicemiantes orais, em ambos, o tratamento é realizado juntamente com uma

dieta saudavel e com a realizagdo de atividade fisica. Apesar da comunidade
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cientifica ter se esforcado e investido no desenvolvimento de técnicas para
transplantes de ilhota pancreaticas e/ou de células B em pacientes diabéticos,
existem problemas metodolégicos que acabam dificultando esse processo, como a
escassez de doadores de ilhotas frente as 340-750 milhdes de células de ilhota
necessarias para a realizacao de transplantes. (10).

Independente da classificagéo etioldgica, a fisiopatologia do DM1, DM2 e do
MODY é comum. Por tras de qualquer um dos tipos de DM, reside a redugao no
numero e/ou na eficiéncia da fungdo da célula . Sendo assim, qualquer tratamento
que promova a regeneragao e ou a substituicdo dessas células tera efeito benéfico
para os individuos diabéticos e, essa possibilidade de remissdo do DM justifica o
intenso esforgo da comunidade cientifica em desenvolver novas fontes de células
produtoras de insulina para terapias de reposi¢cao/regeneracgao celular (11).

Uma alternativa em potencial para reposi¢gao de células B pancreaticas é a
producdo de células B produtoras de insulina (hPSCs-B) a partir de células-tronco
humanas pluripotentes (hPSCs). Apesar de conhecermos as vias pelas quais células
pluripotentes se diferenciam em células B e conseguirmos promover essa
diferenciagdo in vitro, as células [ originais sdo altamente especializadas e
requerem um processo de maturagao bastante complexo (12). Os atuais protocolos,
desenvolvem hPSCs- a partir da suplementagao do meio de cultura com fatores de
crescimento como o fator de crescimento de fibroblasto 10 (FGF10), activina A e
outras pequenas moléculas. Ao final do processo, essas células expressam fatores
de identidade e maturacido de célula B pancreatica, como NKX6.1, INS1 e 2, PDX1
e, apesar de apresentarem uma secrecao de insulina estimulada pela glicose
(GSIS), a capacidade secretéria dessas células € menor em relagdo aquela
apresentada por células naive (13-14). Quando implantadas em um organismo, as
hPSC-B promovem temporariamente a remissédo do quadro de hiperglicemia em
camundongos, pois os protocolos que dispomos hoje sado ineficazes na confecgao
de células completamente maduras e com caracteristicas de células B naturais. Essa
ineficacia pode ser explicada pelo fato de que dentre as células hPSC-3 algumas
podem apresentar a caracteristica de serem células poli-hormonais, ou ainda, pelo
fato dessas células apresentarem menor expressao e/ou falta de alguns marcadores
especificos de célula B e diferengas na morfologia dos granulos de insulina, bem
como pouca interagdo da vasculatura humano-receptor e dinamica da GSIS pouco

eficiente (13, 15-16), assemelhando-se com célula B imaturas. Em suma, o sucesso
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de células hPSCs-B serem usadas como fonte de célula secretora de insulina em
pacientes diabéticos esbarra na sua imaturidade e, desenvolver processos que
melhorem a maturagao dessa fonte de célula B é crucial para o desenvolvimento de
novas estratégias de tratamento/cura do DM.

Para desenvolver metodologias que culminem na maturagdo das hPSC-f3 é
necessario compreender como a maturagao de células 3 naturais acontece durante
o desenvolvimento e, conhecer quais os elementos e os fatores internos e externos
envolvidos. No periodo embrionario as células se diferenciam e se proliferam, ja a
maturagao ocorre principalmente no periodo pds-natal, onde ha modulacdo de
diversas vias de sinalizacdo em decorréncia de uma alteragdo no suprimento de
oxigénio e de nutrientes (17-18). A principal alteragdo nesse sentido se da na
modificacdo de uma dieta rica em gordura (leite materno) para uma dieta rica em
carboidratos. Sabe-se que ap6s o desmame ha uma alteragdo na expressao génica
e proteica das células B, enquanto as células B embrionarias e neonatais
apresentam uma maior expressao de genes ligados a vias de diferenciagéao,
proliferacdo, migracao e adesao celular, as células f maduras de adultos expressam
em maior quantidade genes relacionados com a biossintese e a secregao de insulina
(19).

A secrecao de insulina em células B maduras acontece, principalmente, em
resposta a um aumento na concentracdo da glicose sanguinea. Devido a esse
aumento, a (glicose € transportada para o meio intracelular através dos
transportadores de glicose do tipo 2 (GLUT2), fosforilada pela glicoquinase (GCK) e
metabolizada na via da glicdlise, sendo transformada em piruvato. Na mitocéndria, o
piruvato é convertido em Acetil-CoA pela piruvato desidrogenase 1 (PDH1) e entra
no ciclo do acido citrico e na fosforilagdo oxidativa induzindo a formagéao de ATP.
Com isso, a razdo ATP/ADP aumenta, promovendo o fechamento dos canais de K*
sensiveis ao ATP, o que aumenta a concentragdo de ions positivos no meio
intracelular e altera o potencial de repouso da célula causando a despolarizagao da
membrana. Os canais de Ca* dependentes de voltagem se abrem devido a
despolarizacdo e ha influxo de Ca®* na célula, que estimula o movimento dos
granulos de insulina até a membrana e, finalmente a exocitose desse horménio
(20-21). Em células B imaturas a secrecao de insulina esta aumentada mesmo em
condigbes basais de glicose e ndo se observa um incremento da secre¢cdo em

condigdes estimulatérias de glicose, mostrando que essas células imaturas
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apresentam uma sensibilidade diminuida a glicose, sendo este o principal fator
funcional de diferenga entre uma célula B imatura e uma madura. Assim,
considera-se uma célula B madura, aquela capaz de secretar insulina de maneira
proporcional a concentragédo de glicose e de suprimir essa secre¢cdo na auséncia de
glicose (22-23). Alguns motivos ja sao especulados para explicar essa imaturidade
funcional, como a expressao reduzida de fatores de transcricdo de maturacao,
metabolismo da glicose deficiente, baixa atividade mitocondrial e baixo influxo de
Ca?* (24-25), porém mais investigagbes devem ser feitas para entender como a
alteracdo metabdlica e funcional ocorre.

Uma vez que a demanda de nutrientes modula o metabolismo celular e que
para um funcionamento normal e eficiente é necessario que as células ajustem as
vias pelas quais obtém-se ATP (via glicoliticas ou da fosforilagao oxidativa -
OXPHOS), acredita-se que ao decorrer da maturagdo o metabolismo das células 3
pancreaticas mude de um metabolismo predominantemente glicolitico para um
metabolismo baseado na OXPHOS. Assim, do ponto de vista energético, com essa
mudanca, a célula B pancreatica madura seria metabolicamente mais eficiente,
produzindo mais ATP em comparacdo com a célula ndo madura. Uma outra
evidéncia dessa alteracdo no metabolismo pode ser observada na alteracdo da
atividade da PDH1 (20, 26-27). Na maturagao, os niveis de expressao de piruvato
desidrogenase quinase 1 (PDK1) sao elevados, e essa enzima inibe a PDH1, o que
automaticamente inibiria a fosforilacdo oxidativa, porém, acredita-se que altos niveis
de glicose inibam a atividade da PDK1 promovendo uma maior produgédo de energia
através da fosforilagao oxidativa, e isso explica também a melhor responsividade ao
GSIS (28).

Sabe-se que também ha uma alteracdo da sinalizagdo de mTORC1 para
AMPK durante a maturagdo. Em um cenario com grande oferta de nutrientes, a
sinalizacao de mTORC1 é ativada, enquanto que em condi¢gdes basais de glicose a
atividade da AMPK ¢é acionada. A AMPK age inibindo as reagdes de consumo de
ATP e ao mesmo tempo facilita aquelas associadas a geracdo de ATP, que de
maneira aguda ativa glicolise ou, cronicamente, aciona vias que aumentam a
biogénese e a fungdo mitocondrial (29-30). Além disso, sabe-se que a mTORC1 esta
ativa no inicio do desenvolvimento da célula B, atuando na sinalizacdo de
proliferagdo celular, na regulagcéo positiva de genes imaturos e que estabelece um

perfil de metilacdo do DNA a fim de facilitar a resposta a glicose, mesmo que no
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periodo inicial a célula B secrete insulina de forma constitutiva. J& a AMPK,
apresenta maior atividade apdés o desmame, com o aumento da concentragédo de
glicose, e sua atividade acaba reprimindo a sinalizagdo da mTORC1, favorecendo
outras vias de sinalizacio relacionadas a aquisicdo da capacidade de GSIS pelas
células B pancreaticas e consequentemente, a maturagao por completo (31-32).

Pouco se conhece sobre a adaptacéo funcional e/ou metabdlica da célula B
frente as mudangas ambientais para que haja uma secrecao de insulina adequada.
Acredita-se que o0s sinais ambientais, como glicose e hormdnios, modulam as
atividades dos chamados fatores de transcrigdo dependentes de sinais (SDTFs) e,
esses por sua vez, influenciam na acao dos fatores de transcricdo determinantes de
linhagens (LDTFs). Através da ativagcdo desses fatores, a célula B adquire
capacidade para a expressao de transportadores de glicose, como o GLUTZ2, canais
ibnicos, enzimas atuantes no processamento de insulina, enzimas do metabolismo
da glicose e na maquinaria exocitética (33-34). Alguns SDTFs ja explorados foram o
NFATc1 e o MAFA, que agem indiretamente no aumento da expressao de GLUT2,
da glicoquinase (GCK) e na supressao da atividade de enzimas hexoquinases, como
a HK1, HK2 e HK3 (35-36). Outro SDTF conhecido € o Erry, ativado por Pgc-1a e
regulado positivamente pela atividade da AMPK, que atua na regulagcéo de genes
relacionados ao metabolismo mitocondrial, ao trafego de granulos de insulina e no
processo de exocitose. O Erry também contribui para o aumento da expressao de
genes da OXPHOS, da biossintese de ATP, do transporte de cations e da cadeia de
transporte de elétrons. Com isso, podemos ver que a atribuicdo dos fatores de
transcricdo e do metabolismo baseado na OXPHOS é de suma importancia na
responsividade da célula B a glicose (28).

O envolvimento do reticulo endoplasmatico (RE) e das enzimas que
promovem o dobramento das proteinas € pouco estudado no tocante ao processo
de maturagcdo. O RE é responsavel pelo dobramento de proteinas em suas formas
terciarias e/ou quaternarias, bem como o enovelamento e o transporte das proteinas
para as vesiculas do Complexo de Golgi para a secregao no meio extracelular. Ja é
conhecido que a disfuncdo do RE pelo acumulo de proteinas malformadas ou pelo
desbalango do metabolismo do Ca?* pode desencadear uma resposta denominada
resposta de proteina desdobradas (UPR). Caso a UPR se mantenha ativa ao longo
do tempo, pode ativar vias de apoptose celular, o que leva a diminuicdo da massa de

célula beta e como resultado, redu¢cdo na massa funcional desse tipo celular. Esse
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tipo de resposta ao estresse € comum no desenvolvimento dos diferentes tipos de
DM (37-38). Com isso, torna-se interessante estudar mais sobre as isomerases, as
chaperonas e até mesmo verificar como os sensores de estresse de RE séao
expressos ao longo da maturagao a fim de verificar como a maquinaria de tradugao
da célula beta se comporta nesse processo.

Por fim, ja € conhecida a capacidade de plasticidade da célula B pancreatica,
pois elas apresentam uma alta proliferacdo durante o inicio do desenvolvimento e ao
longo da maturacdo essa proliferacdo é diminuida, porém em circunstancias de
gravidez ou obesidade, tanto em roedores quanto em humanos, ha proliferagcao da
massa de célula B a fim de garantir as demandas metabdlicas. Dessa forma, em
células B imaturas a proliferacdo € maior e discute-se na literatura que isso deve
acontecer devido a atividade da mTORC1 e sua via de sinalizagdo, com a
fosforilagdo da proteina ribossémica S6 quinase beta-1 (s6K) e da proteina 1 de
ligagcao ao fator de iniciagdo da tradugao eucariotica 4E (4E-BP), a fim de promover
maior expressao de ciclinas D1 e D2 e das CDKs como a CDK4 e CDK6, em
roedores e em humanos, respectivamente. Essas sinalizagbes promovem a
transcrigdo de outras ciclinas (A, E e B) e outras CDKs (Cdk1 e Cdk2) que estimulam
ainda mais o ciclo celular mitético (39-42). Existem proteinas (p19, p27, p57, p18,
p21) denominadas inibidores de quinases dependentes de ciclina (CDKIs) e elas
bloqueiam a sinalizagéo das ciclinas com as CDKs, atuando negativamente no ciclo
celular (43). Alguns fatores de transcricdo e/ou outras proteinas podem influenciar
na expressao ou nao das CDKIs durante o desenvolvimento e por isso, interferir no
processo de proliferagdao. Ha alguns genes ja pesquisados, como o HDAC1, Pdgfra
e Ezh2 (44-46), porém ha poucas informacdes sobre a atuagcao desses e outros
fatores e o mecanismo dos mesmos durante a maturagdo da célula 3 pancreatica.

Diante do exposto, o questionamento que impulsionou a realizacdo deste
trabalho consiste na ideia de que é necessario explorar mais os eventos e 0s
mecanismos funcionais e metabdlicos que ocorrem durante a maturacao da célula 3
pancreatica. Ainda, com dados discrepantes na literatura sobre o exato periodo da
maturagao da célula beta pancreatica e quais séo os fatores que tornam as hPSCs-f3
eficientes para a GSIS, se torna necessario encontrar de fato quando a maturagao
acontece. Sendo assim, objetivamos a) tragar a sequéncia de eventos que ocorrem
durante a maturagdo de ceélulas B, bem como mostrar em qual estagio de

desenvolvimento ocorre e b) quais genes sdo alterados na mudanga de um
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metabolismo baseado na glicdlise para um metabolismo baseado na fosforilagdo
oxidativa e na maquinaria do processamento da insulina, e com isso fornecer
informacdes para que novos protocolos de diferenciagao e maturagao das hPSCs-f3
sejam feitos a fim de oferecer novos alvos terapéuticos para o tratamento de DM ou
até mesmo sua cura. Hipotetizamos que durante a maturacdo, as células f
pancreaticas aumentam a expressdao de genes como INS, UCN3, GLUT2, GCK,
PAX6, MAFA, PDIAG, principalmente a partir do 9° dia de vida, acompanhado de

uma melhora na sensibilidade a glicose e na secrec¢do de insulina.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar as alteragdes funcionais e transcricionais que ocorrem durante a

maturacgao das células B pancreaticas de camundongos C57.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Padronizar o isolamento de ilhotas pancreaticas de modelos de
camundongos C57 nos estagios P3, P9, P20 e adultos (P45-60).

e Analisar e comparar a expressao dos genes UCN3, MAFA, GLUT2, P57,
P18, PAX6, PAX4 e Insulina em ilhotas de camundongos nos estagios P3,
P9 e adultos (P45-60).

e Comparar a GSIS das ilhotas de camundongos nos estagios P3, P20 e
adultos (P45-60).

e Analisar e comparar a expressao proteica da AMPK e mTORC em ilhotas de

camundongos nos estagios P3, P9 e adultos (P45-60).
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3METODOLOGIA

3.1 ANIMAIS

Os animais utilizados na pesquisa foram camundongos da linhagem
C57BL/6J gerados no biotério setorial de camundongos do Departamento de
Ciéncias Fisioldgicas (CFS). Inicialmente, dois casais de C57BL/6J provenientes do
“Biotério multiusuario de roedores para estudos na area de neuroquimica” foram
fornecidos pelo Prof. Dr. Eduardo Gasnhar Moreira. O professor Eduardo é
coordenador do Projeto “Associagcdo entre restricdo alimentar e Farmaco
hipoglicemiante ao tratamento da obesidade e comorbidades: estudo nao clinico”
aprovado sob protocolo 7361231120. A partir dessas matrizes entdo, geramos os
animais que foram usados no presente trabalho. Todos os procedimentos realizados
foram de acordo com a Lei 11.794, de 8 de outubro de 2008, como também, todas
as normas éticas descritas na Resolugdo Normativa n° 33, de 18 de novembro de
2016 e descritas no Principios Internacionais Orientadores para a pesquisa
Biomédica envolvendo animais do CIOMS foram seguidas. O estudo foi aprovado
pela CEUA/UFSC - n° de protocolo 2465200522 - anexo A). Utilizamos
camundongos fémeas e machos de idades variadas, com disponibilidade de agua e
racdo padrao durante todo o periodo experimental, que foi de acordo com dieta
comercial. A iluminagdo do ambiente foi padrdo com ciclo claro/escuro de 12 horas e

a temperatura era mantida em torno de 23°C, podendo alterar em 2°C.

3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para atingir os nossos objetivos foi analisada e comparada a maturagao
funcional de ilhotas pancreaticas em 4 estagios de desenvolvimento diferentes: P3,
P9, P20 e P45-60 (adultos). O design dos grupos aconteceu de forma semelhante,
mas sera descrito separadamente para um melhor entendimento:

Animais P3: Uma fémea e um macho de camundongos c57bl/6 foram
separados para a copula. A partir de entdo, acompanhamos os animais diariamente
a fim de identificar se as fémeas estariam prenhas (crescimento do abdémen), e se
isso constatado, havia separagdo do camundongo macho e da fémea. Apds a

separacao, a fémea foi ainda acompanhada diariamente para identificar o dia do
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nascimento, esse foi considerado o P1. No 3° dia (P3) os filhotes eram recolhidos,
sedados com isoflurano e logo em seguida eutanasiados através de decapitagao
com tesoura afiada. O design experimental para o grupo P3 pode ser observado na
FIG. 1A.

Animais P9: Uma fémea e um macho de camundongos c57bl/6 foram
separados para a copula. A partir de entdo, todos os dias acompanhamos os
animais para verificar se as fémeas estariam prenhas (crescimento do abdémen), e
se isso constatado, havia separagdao do macho e da fémea. Apds a separagao, a
fémea foi ainda acompanhada diariamente para identificar o dia do nascimento, esse
foi considerado o P1. No 9° dia (P9) apds o parto coletamos os animais. Os filhotes
eram sedados com isoflurano e a eutanasia foi realizada através de decapitagao
com tesoura afiada. O design experimental para o grupo P9 pode ser observado na
FIG. 1B.

Animais P20: Uma fémea e um macho de camundongos c57bl/6 foram
separados para a copula. A partir de entdo, todos os dias acompanhamos os
animais para verificar se as fémeas estariam prenhas (crescimento do abdémen), e
se isso constatado, havia separagao do macho e da fémea. Apds a separacao, a
fémea foi ainda acompanhada diariamente para identificar o dia do nascimento, esse
foi considerado o P1. No 20° dia (P20), um dia antes do desmame, os camundongos
foram coletados e sedados com isoflurano para a realizagdo da eutanasia, que foi
feita através de decapitagdo com tesoura afiada. O design experimental para o
grupo P20 pode ser observado na FIG. 1C.

Animais P45-60: Uma fémea e um macho de camundongos c57bl/6 foram
separados para a copula. A partir de entdo, todos os dias acompanhamos os
animais para verificar se as fémeas estariam prenhas (crescimento do abdémen), e
se isso constatado, havia separagcao do macho e da fémea. Apds a separagao, a
fémea foi ainda acompanhada diariamente para identificar o dia do nascimento, esse
foi considerado o P1. No 21° dia (P21) os animais foram desmamados e colocados
em caixas com no maximo 5 animais do mesmo sexo. A partir do 45° dia os mesmos
estavam disponiveis para serem utilizados nos experimentos, isso até completarem
0 60° dia de vida, apds isso os mesmos eram utilizados para novos casais. Antes do
isolamento de ilhotas pancreaticas, os animais foram sedados com isoflurano e
eutanasiados por deslocamento cervical. O design experimental para o grupo
P45-60 pode ser observado na FIG. 1D.
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Figura 1 - Delineamento experimental.

Eutanasia dos
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-23 13 1 P3, P9, P20, P45-60 PCR
GSIS

Isolamento Cultura

Copula de ilhota de ilhota

Delineamento experimental nos estagios de desenvolvimento: 3 dias apds o nascimento (P3), 9 dias
apos o nascimento (P9), 20 dias apds o nascimento (P20) e 45-60 dias apds o nascimento (P45-60).
Fonte: Elaborada pela autora.

3.3 ISOLAMENTO DE ILHOTAS PANCREATICAS DE CAMUNDONGOS
C57BL/6

llhotas pancreaticas de neonatos P3: primeiramente os animais foram
eutanasiados por decapitagdo com tesoura e a dissecagcdo do pancreas aconteceu
de forma manual. Apds a dissecacgao, o pancreas foi cortado entre 200-300 vezes e
embebido em 3 a 4mL de solugéo de colagenase (Sigma-Aldrich, C9263) 0,5mg/mL
de Hank's Balanced Salt Solution (Solugdo salina balanceada de hank - HBSS)
(CaCl,*2H,0 [1M]; MgSO,*7H,0 [1M]; Na,HPO,*12H,0 [1M]; KH,PO, [1M]; NaHCO,
[1M]; NaCl [1M]; KCI [1M]; H,O miliq). Para a digestao e separagao da parte exdcrina
e enddcrina, a amostra foi levada ao vortex por 20 segundos, colocadas em
banho-maria com temperatura de 37°C por 5 minutos, seguido de vortex por mais 10
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
digestdo. A etapa seguinte consistia nas lavagens, onde a amostra foi submetida a

trés centrifugagcdes de 1300rpm por 5 minutos a 4°C, a primeira centrifugacao foi


https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/product/sigma/c9263
https://www.thermofisher.com/us/en/home/life-science/cell-culture/mammalian-cell-culture/reagents/balanced-salt-solutions.html
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com a stop solution e as duas ultimas foram somente com a solugdo de HBSS. Ao
final das lavagens nao era possivel identificar as ilhotas, por causa do periodo de
desenvolvimento dos animais, entdo adicionamos e homogeneizamos a amostra
com o meio RPMI 1640 (Vitrocell) e deixamos na incubadora de CO, a 37°C por 24h.

Ilhotas pancreaticas de neonatos P9: apds a eutanasia por decapitacdo com
tesoura, a dissecagdao do pancreas aconteceu de forma manual. Logo depois, 0
pancreas foi cortado entre 200-300 vezes e embebido em 3 a 4mL de solucdo de
colagenase 0,6mg/mL de HBSS. Depois, foi levado ao vortex por 20 segundos,
colocados em banho-maria com temperatura de 37°C por 5 minutos, seguido de
vortex por mais 10 segundos e mais 2 minutos em banho-maria para a digestao da
parte exdcrina e separacao da parte enddcrina. Apos esse processo, foi adicionado
a stop solution (HBSS + 10% SFB) para encerrar o processo de digestao. A etapa
seguinte consistia nas lavagens, onde a amostra foi submetida a trés centrifugagdes
de 1300rpm por 5 minutos a 4°C, a primeira centrifugacéo foi com a stop solution e
as duas ultimas foram somente com a solugdo HBSS. Ao final das lavagens nao era
possivel identificar as ilhotas, entdo a amostra foi colocada diretamente em meio
RPMI 1640 (Vitrocell) e deixadas 24h na incubadora de CO2 a 37°C.

llhotas pancreaticas de neonatos P20: antes da eutanasia os animais foram
anestesiados com isofluorano e em seguida passaram pelo processo de decapitagao
com tesoura. A dissecagao do pancreas aconteceu de forma manual e apds sua
retirada, o mesmo foi cortado entre 200-300 vezes e embebido em 3 a 4mL de
solugdo de colagenase 0,6mg/mL de HBSS. Em seguida, a amostra foi levada ao
vortex por 20 segundos, colocadas em banho-maria com temperatura de 37°C por 5
minutos, seguido de vortex por mais 10 segundos e mais 2 minutos em banho-maria
para a digestdo da parte exocrina e separagdo da parte enddcrina. Apds esse
processo, 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 centrifugagdes de 1300rpm por 5 minutos a 4°C, a primeira
centrifugacdo foi com a stop solution e as duas ultimas foram somente com a
solugédo de HBSS. Ao final das lavagens nao era possivel identificar as ilhotas, entdo
a amostra foi colocada diretamente em meio RPMI 1640 (Vitrocell) e deixadas 24h
na incubadora de CO, a 37°C.

llhotas pancreaticas de adultos: primeiramente os animais foram

anestesiados com isofluorano e em seguida foram eutanasiados por deslocamento
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cervical. Antes da dissecacdo do pancreas, o mesmo foi inflado com 3 a 4ml de
solugdo de colagenase 0,8mg/ml de HBSS. Apds a dissecagao, o pancreas foi
levado para o banho-maria com temperatura de 37°C por 17 minutos para a digestao
e separacao 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 centrifugagbes de
1300rpm por 5 minutos a 4°C, a primeira centrifugacao foi com a stop solution e as
duas ultimas foram somente com a solu¢cdo HBSS. Por fim, as ilhotas foram
coletadas manualmente com micropipetas e colocadas em meio RPMI 1640
(Vitrocell) e deixadas 24h na incubadora de CO2 a 37°C.

3.4 CULTURA DAS ILHOTAS PANCREATICAS

Apds o procedimento de isolamento, as ilhotas coletadas de cada estagio de
desenvolvimento foram mantidas em cultura celular (37°C e 5% de CO,) por 24h. As
células foram cultivadas em meio RPMI 1640 (Vitrocell) com bicarbonato de sddio,

glutamina, antibidtico e antimicotico.

3.5 SECREGCAO DE INSULINA

Apds o periodo de 24h em meio de cultura, 20 ilhotas de cada grupo
experimental foram coletadas para o experimento de GSIS. Antes da secregcao
iniciar, essas ilhotas foram mantidas por 40 minutos em solugao descanso em estufa
de 37°C, onde so6 continha a solugdo Tampao de bicarbonato de Krebs-Ringer
(KRBH) balanceado com HEPES (NaCl [115 mmol/L], KCI [5 mmol/L], NaHCO; [24
mmol/L], MgCl, [1mmol/L], HEPES [10 mmol/L], CaCl, [2.5mmol/L] e BSA [ 0.1%])
sem glicose. Apés isso, as ilhotas foram incubadas em estufa a 37°C por 40 minutos
também em pogos contendo KRBH suplementado com 2,8mM de glicose, KRBH
suplementado com 5,6mM de glicose, KRBH suplementado com 8,4mM de glicose,
KRBH suplementado com 11,2mM de glicose, KRBH suplementado com 16,8mM de
glicose e por fim, em KRBH suplementado com KCI. No mesmo momento que as
ilhotas eram trocadas de pogos, 500uL do meio eram coletados e centrifugados.
Desses 500uL, somente 200uL do sobrenadante eram retirados para a mensuragao

da insulina. No final do experimento, as ilhotas foram coletadas também e
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juntamente foi adicionado 150uL de tampao RIPA (NaCl [5M]; Tris HCI pH7,4 [1M];
EDTA pH8,0 [0,5M]; NP40 [100%]; Sodium Deoxycholate [10%]; SDS [10%]; Anti
protease [mini pastilhas]; Anti phosphatase [pastilhas]; H20 miliq) para a
mensuracado do conteudo total de insulina. Para a quantificacdo entéo, foi utilizado o
Rat/Mouse Insulin Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) Kit (Sigma-Aldrich,
EZRMI-13K, #3949155).

3.6 EXTRAGAO DE RNA, SINTESE DE cDNA E PCR EM TEMPO REAL

Para anélise e comparagéao da expressédo génica nos diferentes estagios do
desenvolvimento, as ilhotas foram coletadas apdés 24h no meio de cultura e cada
amostra foi homogeneizada com 1mL de TRIzol™ Reagent (Invitrogen, 15596018)
para a ruptura da membrana plasmatica das células. A partir de entdo, seguimos
com o protocolo de extracdo de RNA. Apds a homogeneizagao, adicionamos 300uL
de cloroférmio nas amostras e agitamos vigorosamente por 30 segundos. Em
seguida, as mesmas foram incubadas por 2-3 minutos em temperatura ambiente
para a separagao dos lipidios, das proteinas e dos acidos nucleicos. Também foi
feita a centrifugacdo a 12000G por 15 minutos em temperatura de 4°C e
imediatamente coletamos a parte aquosa. Junto com a parte aquosa, foi
acrescentado 500uL de alcool isopropilico (Dinamica, #1339) e os eppendorfs foram
agitados lentamente. Apds a agitagédo, as amostras foram incubadas em temperatura
ambiente e novamente centrifugadas a 12000G por 10 minutos. Na centrifugagéo o
pellet de RNA é formado. Depois dessa etapa, o sobrenadante foi retirado do
eppendorf e adicionamos 500uL de etanol 70%, seguido de agitagéo e centrifugagao
a 7500G por 10 minutos em temperatura de 4°C. Novamente, o sobrenadante foi
removido e a amostra foi lavada com etanol absoluto (Neon, #03467) e centrifugada
a 7500G por 10 minutos em temperatura de 4°C. Para finalizar a extragdo, o
sobrenadante foi coletado e descartado, e os eppendorfs com o pellet foram
deixados secando em temperatura ambiente. Para ressuspender a amostra foi
adicionado 12uL de H,O destilada, e logo apéds, foi feita a dosagem de RNA no
espectrofotdbmetro NanoDrop Lite da Thermo Scientific™.

Apods a dosagem do RNA, foi dado inicio a etapa de sintese de cDNA. Em
eppendorf de 0,2mL foi adicionado 200ng de RNA diluido e 10uL do High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems™, #4368814) que contém



30

buffer, dNTP mix, primers e a enzima transcriptase reverse. Por fim, cada amostra
foi colocada no termociclador (T100 Thermal Cycler #1861096) e o cDNA foi
produzido por meio de uma sequéncia de eventos configurados para mudancga de
temperatura e agao dos reagentes inseridos.

A preparagao para o PCR aconteceu inicialmente com a produgéo do super
mix que se deu pela juncdo do SYBR™ Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems™, #4309155), de H20 filtrada para PCR e dos primers forward e
reverse, produzidos pela IDT (Integrated DNA Technologies), de cada gene definido
anteriormente e que estdo listados na tabela 1. Logo apods, foi realizado o
plagueamento das amostras, entdo em cada poc¢o foi adicionado 14,5uL do mix e
0,5uL de cDNA da amostra. Depois a placa foi colocada no equipamento Applied
Biosystems™  StepOne™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems™
#4376357), para a quantificagéo.

Tabela 1 - Sequéncias das bases nitrogenadas dos primers utilizados na pesquisa.

Gene Sequéncia forward Sequéncia reverse

MAFA [ AGGAGGAGGTCATCCGACTG CTTCTCGCTCTCCAGAATGTG

PDX1 CCCCAGTTTACAAGCTCGCT CTCGGTTCCATTCGGGAAAGG

PAX4 | AGGGGGACTCTTTGTGAATGG ACCTGTGCGGTAGTAGCGT

INS1 CACTTCCTACCCCTGCTGG ACCACAAAGATGCTGTTTGACA

P57 CGAGGAGCAGGACGAGAATC GAAGAAGTCGTTCGCATTGGC

P18 CCTTGGGGGAACGAGTTGG | AAATTGGGATTAGCACCTCTGAG

UCN3 | AAGCCTCTCCCACAAGTTCTA GAGGTGCGTTTGGTTGTCATC

IER3IP1 [ GGGGAACAGACCAGGGAATC GGCACTCTCATCACGGTTCT

PDIA6 | AGCTGCACCTTCTTTCTAGCA CAGGCCGTCACTCTGAATAAC

GCK TGAGCCGGATGCAGAAGGA GCAACATCTTTACACTGGCCT

HK1 CGGAATGGGGAGCCTTTGG GCCTTCCTTATCCGTTTCAATGG
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SOX9 AGTACCCGCATCTGCACAAC ACGAAGGGTCTCTTCTCGCT
Ki67 ATCATTGACCGCTCCTTTAGGT GCTCGCCTTGATGGTTCCT
ERO1 | TTCTGCCAGGTTAGTGGTTACC | GTTTGACGGCACAGTCTCTTC
ERP46 | CGCACTTCGTCATGTTCTTCG CAGAGCACACGTCGGAATCA
GRP94 | TCGTCAGAGCTGATGATGAAGT | GCGTTTAACCCATCCAACTGAAT
Slc2a2 | TCAGAAGACAAGATCACCGGA | GCTGGTGTGACTGTAAGTGGG
GAPDH | CACATTGGGGGTAGGAACAC GCCAAAAGGGTCATCATCTC

Fonte: Elaborada pela autora.

3.7 EXTRACAO DE PROTEINAS E WESTERN-BLOT

Depois de coletadas em meio de cultura, 200-250 ilhotas foram incubadas
em tampao de bicarbonato de Krebs-Ringer (KRBH) balanceado com HEPES sem
glicose por 40 minutos. Apods isso, as ilhotas foram passadas para o0 meio com o
mesmo tampao,

mas parte das amostras foram incubadas com tampao

suplementado com 2,8mM de glicose (condicdes basais) e outras com
suplementacdo de 16,8mM de glicose (condi¢cbes estimulatérias) por uma hora.
Depois, as ilhotas foram lisadas em tamp&o RIPA contendo coquetel antiprotease
(Sigma-Aldrich, 04693159001) (Sigma-Aldrich, 04906837001).

Utilizamos também o sonicador para homogeneizagao da amostra. A dosagem de

e antifosfatase

proteinas foi realizada pelo método de Bradford (Bio-Rad, 5000205) a partir de uma
curva de albumina e a absorbéancia foi medida na Multileitora Infinite M200 Tecan do
LAMEB (Laboratério Multiusuario de Estudos em Biologia/UFSC). Em seguida, 25 ug
de proteina foi aplicada em gel SDS-PAGE (Gel resolving 10%: 1,9mL de H20
deionizada; 1,8mL de glicerol; 9,0mL de tampéo; 4,3mL de acrilamida; 22,5uL de
TEMED; e 300uL de APS 10%. Gel stacking: 3,45mL de H20 deionizada; 4,5mL de
tampéo; 0,8mL de acrilamida; 12,5uL de TEMED; e 240uL de APS 10%), e por meio
da eletroforese, as proteinas se separaram por peso molecular. Posteriormente as
proteinas do gel foram transferidas para membrana de nitrocelulose e apods a

transferéncia, a membrana foi colocada em solugdo de bloqueio (0,5g de albumina


https://lameb.ufsc.br/
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em 10mL de TBST) por 2h em temperatura ambiente. Apds esse tempo, a
membrana foi lavada trés vezes com solugéo basal - TBST 1x (100mL solugado TBS
10x: 24g de Tris-HCI; 5,6g Tris-base; 88g de NaCl em 1L com ph7,6 + 890mL de
solugdo Tween 10%), onde cada lavagem perdurou 5 minutos. A etapa seguinte
consistia na incubagao overnight da membrana com os anticorpos primarios listados
na Tabela 2 para as proteinas alvo, os mesmos tiveram diluicdo de 1:1000 em TBST.
No dia seguinte, foram realizadas trés lavagens da membrana novamente, com
TBST por 10 minutos, e em seguida, a mesma foi incubada com os anticorpos
secundarios listados no Tabela 3 por duas horas. O anticorpo secundario também foi
diluido, nesse caso de 1:20000 em TBST contendo 1% BSA. Antes da quantificagéo
das bandas, foi feita a aplicagao do kit Clarity Western ECL Substrate (BIO-RAD,
1705061) na membrana e a quantificagdo foi feita por densitometria no
fotodocumentador Chemidoc MP BIORAD do LAMEB.

Tabela 2 - Anticorpos primarios utilizados na pesquisa.

Nome do Peso
anticorpo| Empresa Cédigo | (kDa) Origem Reatividade
Cell Camundongo Camundongos,
S6rib Signaling 2317S 32 IgG1 humanos e coelhos
Cell Camundongos,
pS6rib Signaling 2211S 32 Coelho humanos e coelhos

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 3 - Anticorpos secundarios utilizados na pesquisa.

Nome do anticorpo Empresa Cadigo
secundario
Anti Mouse Sigma-Aldrich AP160P

Fonte: Elaborada pela autora.

3.8 ANALISE ESTATISTICA


https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/product/mm/ap160p
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Os dados foram coletados e descritos para uma planilha no programa Excel,
depois foram organizados, transferidos para o software GraphPad PRISM 8, o banco
de dados foi conferido/revisado e apds isso, foram analisados. Os resultados sao
apresentados por meio de médias + erro padrédo da média (SEM), de acordo com a
normalidade dos dados feito pelo teste de Shapiro-Wilk. Os outliers foram
identificados por meio do teste de Grubb e as comparagdes entre grupos foram
realizadas pelos testes de ANOVA de uma ou duas vias, teste t de student ou Tukey,

como adequado. O indice de significancia estabelecido foi de p <0.05.
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4 RESULTADOS

4.1 EXPRESSAO DOS FATORES DE TRANSCRICAO IMPORTANTES NA
IDENTIDADE E MATURAGCAO DE CELULAS B

Analisamos a expressao dos fatores de transcricdo importantes na
identidade e maturacdo de ilhotas pancreaticas e especificamente de células .
Observamos um aumento na expresséo de INS e MAFA (FIG. 2A/B) nas ilhotas de
camundongos adultos em relagao as ilhotas de animais em P3 e P9. Diferente do
esperado, nao houve diferenca estatistica na expressao de UCN3 (FIG. 2C), ha uma
tendéncia de aumento de expressdo nas ilhotas de adultos, porém a diferenca
estatistica ndo foi alcancada talvez pelo tamanho do n amostral. Os niveis de
expressdo de PAX6 foi diferente nas ilhotas de P3, P9 e adultos (FIG. 2D), com um
aumento expressivo nos adultos. Por fim, na expressao de PAX4 e SOX9 (FIG. 2E e

2F) nao houve diferenga estatistica em nenhum estagio.

Figura 2 - Dados da expressdo de mRNA de genes relacionados a identidade e
maturacgao nas ilhotas de camundongos C57 neonatos (P3 e P9) e adultos
(P45-P60).
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(A) Expresséao de INS nas ilhotas de camundongos C57; (B) Expressao de MAFA nas ilhotas de
camundongos C57; (C) Expressao de UCN3 nas ilhotas de camundongos C57; (D) Expressao de
PAXG6 nas ilhotas de camundongos C57; (E) Expressédo de PAX4 nas ilhotas de camundongos C57;
(F) Expressédo de SOX9 nas ilhotas de camundongos C57. n = 3-4. Os dados apresentados sao
médias * os erros padrdo das médias. ****P < 0,0005, *** P < 0,005.

4.2 EXPRESSAO DOS GENES ASSOCIADOS A FUNCAO DA CELULA B
PANCREATICA

Verificamos a expressao dos genes associados a fungao e/ou a maquinaria
da célula B pancreatica. Houve aumento na expressao de GCK (FIG. 3A) nas ilhotas
pancreaticas de camundongos adultos quando comparado ao P3 e ao P9. E o
inverso foi encontrado na expressdo de HK1 (FIG. 3B), onde as ilhotas de
camundongos em P3 tiveram uma maior expressao em comparagao aos adultos. A
expressdo de GLUT2 (FIG. 3C) foi diferente entre todos os grupos, visivelmente
aumentada nos adultos como o esperado. Nao houve diferenca estatistica na
expressdo de IER3IP1, GRP94 e PDIA6 (FIG. 3D, 3E e 3F). Na figura 3G,
observamos a expressdao de ERO1, que teve expressao diferenciadas em todos os
grupos, tendo uma maior expressdo em adultos, seguidos de P3 e P9. Por fim,

também analisamos a expressdo de ERP46 (FIG. 3H), que codifica uma proteina
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residente no RE com possiveis fungcbes na formacao, redugdo e isomerizacao de
pontes dissulfeto em polipeptideos, diferente do esperado, ERP46 foi mais expresso

em P3 do que em P9 e adultos.

Figura 3 - Dados da expressédo de mRNA de genes relacionados a fungéo das

células B pancreaticas de camundongos C57 neonatos (P3 e P9) e adultos

(P45-P60).
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(A) Expressao de GCK nas ilhotas de camundongos C57; (B) Expressédo de HK1 nas ilhotas de
camundongos C57; (C) Expressao de GLUTZ nas ilhotas de camundongos C57; (D) Expressao de
IER3IP1 nas ilhotas de camundongos C57; (E) Expressao de GRP94 nas ilhotas de camundongos

C57; (F) Expresséao de PDIAG6 nas ilhotas de camundongos C57; (G) Expressdo de EROT nas ilhotas
de camundongos C57; (H) Expressédo de ERP46 nas ilhotas de camundongos C57.n =3 a 4. Os
dados apresentados sdo médias * os erros padrdo das médias. * em P < 0,05; ** em P <0,005; *** P
<0,005; **** em P < 0,0005.

4.3 EXPRESSAO DOS GENES ASSOCIADOS A PROLIFERAGAO DAS
ILHOTAS PANCREATICAS

Em relagao a proliferagdo celular, analisamos a expressao de Ki67, P57 e
P18. KI67 € um marcador de proliferacao celular bastante conhecido que tem funcao
na divisdo nuclear mitética. llhotas de camundongos adultos tiveram reduc&o na
expressao de Kl67 (FIG. 4A) em comparagdo com o grupo P3, como o esperado,
porém a expressao de P57 (FIG. 4B) foi maior nas ilhotas de P3, tendo redugéo em

P9 e adulto. P57 € um inibidor de quinase dependente de ciclina 1C que atua na


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/disulfide
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37

inibicdo do complexo ciclinas D e CDKs e assim reduz a proliferagéo. Na figura 4C,
nao encontramos diferenca na expressdo de P18 em ilhotas de camundongos em
P3, P9 e ilhotas de adultos. P18 também & um inibidor de quinase dependente de

ciclina 2C e a sua fungao é semelhante ao P57.

Figura 4 - Dados da expressao de mRNA de genes relacionados a proliferagéo das

células B pancreaticas de camundongos C57 neonatos (P3 e P9) e adultos

(P45-P60).
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(A) Expresséao de KI67 nas ilhotas de camundongos C57; (B) Expressao de P57 nas ilhotas de
camundongos C57; (C) Expressao de P18 nas ilhotas de camundongos C57. n = 3-4. Os dados
apresentados sdo médias + os erros padrdo das médias. * em P < 0,05; ** P < 0,005.

4.4 SECREGCAO DE INSULINA ESTIMULADA PELA GLICOSE

A fim de verificar a secregao de insulina estimulada pela glicose nas ilhotas
dos animais em diferentes estagios do desenvolvimento e levando em consideragéo
os resultados do PCR onde verificamos que camundongos em P3 e P9 nao
apresentavam tantas modificacbes génicas, optamos por fazer a GSIS de
camundongos em P20, um dia antes do desmame, para observar as diferencas no
processo de exocitose de insulina. Observamos que em um estimulo de 16,8mM de
glicose, as ilhotas de adultos secretam mais insulina que as ilhotas de P3 e P20
(FIG. 5A). Verificamos ainda a relagéo de insulina secretada em 2,8mM de glicose
pela insulina secretada em 16.8mM de glicose, onde ilhotas de animais adultos
apresentaram uma GSIS maior em relagdo ao P3, mas sem diferencga estatistica
para o P20 (FIG. 5B). Na figura 5C, analisamos o conteudo total de insulina nas

ilhotas e observamos que animais adultos possuem mais insulina no meio
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intracelular do que as ilhotas de P3 e P20. Por fim, verificamos a secregédo de
insulina das ilhotas em relacédo ao seu conteudo total e observamos que ilhotas de
adultos secretam menos em relagdo ao seu armazenamento quando comparado
com ilhotas de P3 e P20 (FIG. 5D). No grafico D também é possivel observar que
em niveis basais de glicose, as ilhotas de P3 e P20 possuem uma secregao

relativamente maior que ilhotas de adultos.

Figura 5 - GSIS de ilhotas de camundongos C57 neonatos (P3 e P20) e adultos

(P45-P60).
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Secrecgéao de insulina estimulada pela glicose de llhotas pancreaticas de camundongos C57 com 3, 20
e 45-60 (adultos) dias de idade. (A) Insulina secretada em ng/mL/1h das ilhotas em concentragéo de
2.8mM e 16.8mM (ANOVA de duas vias); (B) GSIS (razdo da insulina secretada em 2.8mM pela
insulina secretada em 16.8mM) das ilhotas (teste t student); (C) Conteudo total de insulina em ng/mL
das ilhotas (ANOVA de uma via); (D) Porcentagem de insulina secretada em relagdo ao conteudo
total das ilhotas (ANOVA de duas vias). n =3-5. Os dados foram apresentados como médias + SEM. *
em P < 0,05; ** em P < 0,005; *** em P < 0,0005; **** em P < 0,0005.

Também analisamos a capacidade de secregao de insulina das ilhotas frente
a concentragdes crescentes de glicose. llhotas de adultos chegam em 50% da sua

capacidade de secregdo com o estimulo de aproximadamente 10mM de glicose,



39

enquanto que ilhotas de P20 e P3 precisam de um estimulo maior que 11mM para
metade da capacidade de secrecao (FIG. 6A). Nesse mesmo grafico, também
podemos observar que a secregao de insulina a niveis basais de glicose é maior
tanto em P3 e P20 em relacédo as ilhotas de adultos, essas iniciam o processo de

exocitose de insulina com concentragdes de glicose em torno de 8,4mM.

Figura 6 - Dados da GSIS de ilhotas de camundongos C57 neonatos (P3 e P20) e

adultos (P45-P60) em concentragdes crescentes de glicose (2,8, 5,6, 8,4, 11,2 e
16,8mM).
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Secrecgéao de insulina estimulada pela glicose de llhotas pancreaticas de camundongos C57 com 3, 20
e 45-60 dias de idade apos 24h em cultura. Insulina secretada em ng/mL/1h das ilhotas em
concentragao de 2,8, 5,6, 8,4, 11,2 e 16,8mM (NONLIN FIT). n =3-5. Os dados foram apresentados
como médias + SEM.

4.5 FOSFORILACAO DA PROTEINA RIBOSOMAL S6 (S6RIB)

Para avaliar como estava o processo de traducdo induzido pela glicose
mensuramos o conteudo proteico total e fosforilado da proteina S6Rib, que € uma

proteina chave na traducado proteica e pode ser ativada pelo complexo mTORCH1.
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Como esses dados representam apenas um experimento ndao podemos fazer
conclusoes, entretanto podemos discuti-los e inferir seu significado. Observamos
que apenas ilhotas de adultos apresentaram um aumento da fosforilagdo de S6Rib
frente & estimulagdo de 1 hora com glicose. E importante ressaltar ainda sobre
esses resultados, que a quantidade de proteina S6Rib fosforilada em P3 e P9 nas
concentragdes basais de glicose sdo maiores que em ilhotas de adultos (FIG. 7A/B).
Quando comparamos a fosforilagdo de S6Rib, ou seja, o conteudo de pS6Rib em
relagdo a S6Rib total, ilhotas de adultos apresentaram maior fosforilagao frente ao
estimulo de glicose e ilhotas de P3 diminuem a fosforilagdo, notamos também que
as ilhotas de P9 possuem um leve aumento na fosforilacdo de S6Rib apesar de
apresentarem a fosforilagdo aumentada em concentragbes basais de glicose (FIG.
7D). Além disso, analisamos a fosforilagao da proteina S6Rib frente ao estimulo da
glicose e observamos que ilhotas de camundongos adultos possuem o aumento de
mais de 6 vezes, enquanto que ilhota de P3 e P9 apresentaram aumento da
fosforilagao da S6Rib somente 1 vez (FIG. 7E).

Figura 7 - Dados da expresséo proteica de S6Rib total e fosforilada de ilhotas de
camundongos C57 neonatos (P3 e P9) e adultos (P45-P60) em concentragbes de
2,8 e 16,8mM de glicose.
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Expresséo proteica de S6rib total e fosforilada de ilhotas pancreaticas de camundongos C57 com 3, 9
e 45-60 dias apds 1 hora de exposi¢do a 2.8 mM de glicose (-) ou 16.8 mM de glicose(+). (A) Imagem
representativa da expressao de S6rib e pS6Rib; (B) Expressao de pS6rib; (C) Expresséo de S6rib; (D)
Expresséo de pS6rib em relagdo a S6Rib total; (E) Delta da fosforilagdo (pS6Rib/S6Rib) de S6Rib
frente ao estimulo de glicose (16mM/2.8mM). n =1.
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5 DISCUSSAO

Durante o desenvolvimento, a aquisicdo da capacidade de secretar insulina
frente a um estimulo de glicose e a expressao de fatores de transcrigdo e/ou genes
relacionados a fungao e o processamento da insulina sdo conquistas fundamentais
para uma célula B ser considerada madura.

Com o intuito de tracar planos de treinamento para “ensinar” células (3
imaturas a se comportarem como células 3 maduras, investigamos neste trabalho
possiveis alteragdes génicas e funcionais que ocorrem durante o processo de
maturagdo desse tipo celular. Inicialmente, avaliamos a expressao de genes
importantes para a identidade de células B ao longo do processo de maturagao (de
P3 até Adulto). Nossos dados mostraram que no decorrer do processo de maturagao
observa-se um aumento na expressao dos genes INS e MAFA (FIG. 2A e 2B). Tanto
INS como MAFA sao considerados genes chave de maturagéo, sendo o ultimo um
dos principais fatores de transcricdo para a insulina (47), como também para a
transcricdo de UCN3, PDX1 (23) e GLUT2. Em um trabalho realizado com
camundongos knockout para o MAFA, a célula 3 sofre desdiferenciacédo e passa a
expressar fatores de imaturidade, como MAFB e neurogenina 3 (Ngn3) (48). Isso
mostra que para uma célula 3 ser funcional é fundamental a expressao do MAFA e,
como mostramos essa expressao aumenta no decorrer do processo de maturacgao.
A literatura mostra que a UCN3 é um marcador de maturacdo em células B (49). Ja
foi descrito que sua expressao € aumentada em quase 10 vezes em células 3 de
adultos em comparagao com células [ pancreaticas de camundongos em estagio
embrionario (E18.5) (50). Em nosso trabalho ndo se observou uma diferenga
estatistica na expressdo de UCN3 (FIG. 2C) ao longo do processo de maturagao,
entretanto acreditamos que esse fato se deve ao reduzido n amostral utilizado.

Ainda na analise dos fatores de transcricdo importantes para a identidade e
maturacdo das células B pancreaticas, investigamos a expressao do PAX6 em
ilhotas de camundongos P3, P9 e Adulto. O PAX6 & um fator de transcricdo
necessario para o desenvolvimento das células progenitoras enddécrinas, importante
no desenvolvimento da linhagem endocrina das células pancreaticas. Além disso,
participa da ativagdo de promotores do gene da insulina e de outros genes das
células B (51). Aqui, mostramos que células B maduras (Adulto) apresentam maior

expressao génica desse fator de transcricdo em comparagéo com células imaturas
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(P3 e P9) (FIG. 2D). Sabe-se que camundongos knockout para PAX6 apresentam
reducao na expressao de mRNA de fatores de transcrigdo como MAFA, NKX6.1 e
INS, bem como prejuizo no processamento da insulina (52). Corroborando esses
dados, outro grupo também identificou nesse modelo menor expresséo proteica de
MAFA, NKX6.1, GLUT2 e GCK, bem como redugéo na presenga de peptideo C (53).
Dessa forma, o aumento da expressdao de PAX6 e MAFA explicam a maior
expressao de GLUT2 (FIG. 3C) durante a maturagdo encontrada em nosso trabalho.
MAFA pode atuar sinergicamente com NeuroD1 e HNF1a/HNF1p3 para ativar a
regido intensificadora do gene GLUT2 (54-55).

Para finalizar a analise dos fatores de transcricdo importantes para a
identidade e maturagao das células secretoras de insulina, observamos a expressao
do fator de transcricdo PAX4 e SOX9. PAX4 é um fator presente principalmente no
inicio do desenvolvimento, sendo importante na diferenciacdo e proliferacdo de
células B pancreaticas imaturas e em células B pancreaticas maduras esta envolvido
com vias de sinalizagdo de citocinas e regulador da plasticidade celular (56). O
SOX9, por sua vez, € mais expresso em células pré-enddcrinas, onde permite a
atividade da Ngn3 que participa na transigao de célula do tecido exdcrino em células
progenitoras enddcrinas (57). Em nosso trabalho, observamos menor expressao de
SOX9 nas ilhotas de adultos, mostrando que as ilhotas de P3 e P9 sédo realmente
imaturas. Apesar da diferenga estatistica ndo ser alcangada na expressao desses
dois genes (FIG. 2E e 2F), é possivel observar uma tendéncia de redugdo na
expressao desses dois fatores de transcricdo ao decorrer da maturagdo, o que
poderia ser explicado por terem maiores fungdes relacionadas as células imaturas.

Com o intuito de analisar os fatores de transcricdo relacionados com a
funcdo da célula B pancreatica, observamos a expressado de GCK e HK1. A GCK é
uma enzima fundamental para a funcdo da célula 3 pancreatica madura, fazendo
parte diretamente do metabolismo da glicose e da secregao de insulina. A sua
superexpressdo em camundongos diabéticos induzidos por HFD (high fat diet)
melhorou a fungéo da célula B e, por melhorar o metabolismo da glicose promoveu
maior expressdo génica de canais de K' sensiveis a ATP, canais de Ca*
dependentes de voltagem e outros genes da via da proteina quinase dependente de
Ca?'/calmodulina (58). Ja em células B imaturas, a hexoquinase é responsavel por
iniciar o metabolismo da glicose. A HK1 apresenta um Km alto (0,1mM) para a

glicose em comparagdo com a GCK (10mM). Assim, baixas concentragdes de



44

glicose ja ativam a HK1, enquanto que a GCK necessita de maiores concentragdes
de glicose para ser ativada, sendo esta considerada a responsavel pelo limiar da
concentracao de glicose para a secregao de insulina (15). Dessa forma, para que a
secrecdo de insulina ocorra apenas em condi¢gdes estimulatorias de glicose, é
necessario que a HK1 seja reprimida no periodo de maturagdo e que a GCK seja
expressa em seu lugar. Nossos dados mostraram exatamente esse shift,
observamos maior expressao de GCK (FIG. 3A) e reducado da expressao de HK1
(FIG. 3B) ao longo do processo de maturagao de células B pancreaticas.

Também verificamos a expressao dos genes relacionados com a fung¢do do
RE, como o IER3IP1, GRP94 e o PDIAG, e assim analisar o processamento da
insulina nas ilhotas ao decorrer da maturagdo. A atuagcao e a quantidade de
proteinas do RE indicam a qualidade do dobramento da pré-insulina e
consequentemente, a formagao eficiente de granulos de insulina para a exocitose. A
proteina GRP94 é uma chaperona abundante no lumen do RE e possui varias
fungcdes a fim de garantir a sua qualidade. GRP94 atua em conjunto com as
proteinas PDIs, como a PDIA6, que é uma enzima residente do RE que tem
atividade oxidoredutase e isomerase, catalisando a formacgao de pontes dissulfeto
(59). Além disso, a GRP94 pode atuar no armazenamento de Ca®* e no
direcionamento de proteinas mal dobradas para degradacdo. Camundongos com
delegdo de GRP94 tiveram uma redugdo no volume do pancreas durante o estagio
embrionario, como também uma redugdo da massa de células B e prejuizo na
secrecdo de insulina apos o nascimento (60). Ja a proteina IER3IP1 € uma enzima
presente na membrana do RE e tem funcédo no transporte de proteinas secretoras
entre RE e Complexo de Golgi. Ha indicios de que essa proteina ndo atua
diretamente na biossintese de insulina, mas sim na redu¢cado do tamanho da ilhota e
na diminuicdo da massa de células B. Além disso, as ilhotas de camundongos
adultos knockout para IER3IP1 apresentaram uma regulagado negativa na transcri¢ao
de genes do ciclo celular, da proliferagao e da maturagao da célula 3, como também
tiveram estresse do RE pelo mal dobramento oxidativo da pro-insulina (61). Nao
obtivemos diferenga estatistica na expressédo de IER3IP1 (FIG. 3D) e na expressao
de GRP94 (FIG. 3E), porém esses genes codificam proteinas que desempenham
um papel essencial na fisiologia das ilhotas pancreaticas, podendo atuar em
processos de proliferagdo em células imaturas e na qualidade do RE em células

maduras. Assim, é necessario maior aprofundamento na funcdo dessas proteinas
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durante o processo de maturagcdo para determinar seu papel no processamento
pos-traducional da insulina e como esse papel poderia contribuir para a maturagao.

Devido a funcédo da isomerase PDIAG, acreditavamos que ela estaria
relativamente constante durante todas as fases de desenvolvimento, com um leve
aumento em células B maduras. Sabe-se que o PDIA6 é essencial na fase
embrionaria, animais knockout em homozigose para PDIA6 ndo sobreviviam, ja em
heterozigose, esses animais apresentaram aumento da concentragao de glicose
sanguinea e perda da massa de célula B no periodo neonatal. Vale destacar que
essa reducdo de massa de célula B ndo era causada por apoptose e sim por
desdiferenciagao, com diminuicdo da expressao de INS, GLUT2, NKX6.1 e aumento
na expressao de glucagon (GCG) (38). Por essa razdo, mesmo que nao observando
diferenga estatistica para PDIA6 (FIG. 3F), sua expressdo € necessaria para a
aquisicao de marcadores de célula B madura e automaticamente, importante na
maturacao.

Finalizando a expressao de genes envolvidos na funcdo de célula
pancreatica, analisamos a expressao de mRNA de ERO1 e ERp94. ERO1 é um
gene que codifica uma proteina denominada oxirredutina 1 e essa por sua vez,
controla a atividade das PDls. O Knowdown de ERO1 em células Min6 promove um
atraso na maturagao da pro-insulina (dobramento incorreto) e mutagdes no gene
ERO1 em camundongos afeta negativamente o armazenamento da insulina (62).
Observamos a expressdao de ERO1 aumentada ao longo do tempo (FIG. 3G), e
apesar de nao termos visto o mesmo resultado para a PDIAG, esse resultado indica
uma participagao importante no processamento da insulina durante a maturagao. Ja
ERp46, que codifica a proteina 46 residente no RE, interage com a pré-insulina,
sendo assim, acreditdvamos que niveis reduzidos de ERp46 podem levar a
alteracbes na producdo de insulina. Porém, sabe-se que em concentragdes
elevadas de glicose, a expressao de ERp46 é reduzida (63), como sua expressao foi
aumentada em células imaturas e ao longo da maturagao foi diminuindo (FIG. 3H),
acreditamos que o aumento do suprimento de glicose no periodo neonatal devido as
mudangas alimentares pode ter influéncia na supresséo desse gene e, sua fungao
em célula B madura deve ser mais investigada.

A expressao de genes relacionados a proliferacao celular, como o Ki67,
P57 e P18 também foi analisada em nosso trabalho. O Ki67 é um marcador de

proliferacdo celular que tem diferentes niveis de expressao durante o ciclo celular,
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apresentando um pico de expressao durante a fase S, principalmente na metafase
(64-65). P57 € um inibidor do complexo de ciclinas e CDKs e faz com que a célula
permaneca na fase G1 do ciclo celular. Estudos em ilhotas de camundongos ja
encontraram a atividade de P57 no periodo embrionario (E10.5-e12.5) atuando com
Hes1 para regular a proliferagcado das células, ou seja, P57 e Hes1 estimulam a saida
do ciclo celular e assim coordenam o numero de progenitores pancreaticos (66). Em
humanos, observou-se que a P57 apresenta uma expressao maior em células 8 no
periodo da infancia (67), como também ja foi demonstrado que sua supresséo
aumentou a expressao de BrdU, um marcador permanente das células em
proliferagdo (68). A P18, também é uma CDKI que inibe os complexos ciclinas e
CDKs, inibindo o ciclo GO/G1. O seu silenciamento pode fazer com que células
entrem na fase do G1/S (69). Aqui, observamos um grande aumento na expressao
de Ki67 nas ilhotas de P3 e P9 em comparacdo com adultos, o que indica que essas
células estdo em uma fase bem imatura, pois células maduras permanecem na fase
GO0/G1 e nesta fase nao existe expressao de Ki67 (FIG. 4A). No entanto, diferente do
esperado, a expressao de P57 e P18 foi maior em células B imaturas (FIG. 4B e 4C).
Imaginamos que essa expressdo aumentada de P57 no periodo neonatal inicial
ocorre devido a sua atuagdo na saida do ciclo celular e assim garantir uma melhor
diferenciagcao/maturacgéo celular. O P18 foi mais expresso nesse momento também
para inibir o processo de proliferagdo celular, ambos seguindo uma redugdo na
expressao pela estabilizacdo da quantidade e do tamanho das células.

Diante desses resultados, podemos concluir que células 3 pancreaticas
em estagio P3 e P9 sado células imaturas e que, a partir de entdo, sofrem uma
mudanca mais acentuada na expressdao de fatores de transcricdo e genes
relacionados a identidade e a fungéo secretdria de insulina, o que as tornam células
maduras.

Seguindo no objetivo de analisar as alteragdes funcionais ao longo do
processo de maturagido, avaliamos a secrecado de insulina estimulada pela glicose
em ilhotas nos estagios P3, P20 e Adulto.

No nosso trabalho, ao decorrer da maturagao as células  mostraram
uma maior secregao de insulina em concentragdes de 16.8mM de glicose, tanto a
secrecao bruta (FIG. 5A) quanto a relacdo com a secregao de 2.8mM de glicose
(FIG. 5B). As células B neonatais apresentam uma taxa de oxidac&do de glicose

através da via glicolitica e células B maduras apresentam a oxidagdo da glicose
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através da via da fosforilagao oxidativa, com maior participagao da mitocondria. Com
isso, ndo se observa uma resposta a glicose em células imaturas, pois essas células
ja apresentam uma secrecao elevada de insulina em niveis basais de glicose, 0 que
as confere uma baixa sensibilidade a glicose (70). O metabolismo da glicose é de
suma importancia para a secrecdo de insulina, sabemos que células imaturas
possuem maior atividade da HK1 e, a partir das mudancas ambientais e das
sinalizagdes as células B vao adquirindo o fendtipo de célula madura juntamente
com a expressado da GCK, que por sua vez substitui a HK1 a fim de garantir que um
limiar da glicose seja estabelecido (71-72). Além disso, outros fatores podem
interferir na secregdo de insulina, como a atividade da AMPK (73), proteinas
transmembranares que auxiliam no transporte e secrecao dos granulos (74), a
atividade da PDH (75), o influxo de Ca*, a atividade mitocondrial (76), entre outros.
Nos dados de expressdo génica, vimos que as células imaturas possuem uma
menor expressdao de MAFA e INS, assim como outros trabalhos relatam a
importancia desses fatores de transcrigdo, como também do PDX1, NKX2.1 para
promover a maturacao e a responsividade da célula 8 a glicose (23). No entanto,
quando observamos os dados da secrecao de insulina das células B em comparacgao
com seu conteudo total de insulina, observamos que as células imaturas secretam
mais insulina em relagdo a quantidade de insulina em seu interior (FIG. 5D). A maior
expressao de INS ao longo da maturacado nos ajuda a entender também o motivo
das células B maduras possuirem o conteudo total de insulina maior do que células 3
imaturas em nosso trabalho (FIG. 5C), mas ndo esta claro o fato das células 3
imaturas liberarem mais insulina em relagéo ao seu conteudo total, imaginamos que
seja a capacidade imatura de processamento, armazenamento e secrecdo do
horménio, porém mais investigagdes devem ser feitas.

Além desses dados, buscamos avaliar o threshold exato para a
secrecao de insulina das células B. Células B pancreaticas de camundongos adultos
apresentaram o limiar para secrecao em torno de 6mM de glicose, enquanto que
células 3 de P3 e P20 apresentaram um limiar entre 10 e 11mM de glicose (FIG. 6A),
isso porque células imaturas ja apresentam uma secrec¢do de insulina maior em
concentragdes basais de glicose. As células B de neonatos, pelo menos até P7,
possuem menos canais de K' sensiveis ao ATP em sua membrana e, que isso
contribuiria para as diferengas nesses limiares, enquanto que a partir de P14 as

células ja alcangariam o limiar de célula f madura, apesar de que em nosso trabalho
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P20 apresenta um limiar de célula imatura (77). De qualquer forma, acredita-se que
essa menor sensibilidade a glicose esteja entre o metabolismo da glicolise e a
despolarizagdo da membrana, como também na maquinaria de secregao. A
secregao de insulina em periodos neonatais iniciais pode ser feita por receptor 1 de
acidos graxos livres (FFA1) e proteinas G do tipo Gq enquanto a maturagao
funcional ndo é atingida. A proteina Gq é sinalizada na sequéncia de FFA1 e atua na
inibicdo de um canal de K* hiperpolarizante, estimulando a secrecao de insulina
mesmo que em concentragdes baixas de glicose (78).

Além disso, camundongos neonatos a partir de P6 iniciam uma
transicdo na secrecao de insulina, a partir de estimulos de aminoacidos e glicose de
forma isolada. Em células imaturas, os aminoacidos podem ativar o complexo
MmTORC1 e isso é o suficiente para a secrecao de insulina constante, e de maneira
oposta, com a mudanga de nutrientes e aumento da concentragdo de glicose ha
uma supressao da atividade de mTORC1 pela maior atividade da AMPK, sendo
essencial também para a transicdo de secrecao de insulina estimulada pela glicose
(79). Apesar de nao podermos concluir e nem comparar com a atividade da AMPK, &
importante ressalvar que a fosforilagdo de S6Rib em ilhotas de neonatos é pouco
aumentada frente ao estimulo de glicose, enquanto que em adultos, onde a célula 3
responde melhor a glicose, a S6Rib € aumentada (FIG. 7B e 7E). Em camundongo e
em ilhotas foi demonstrado que condigdes de jejum prolongado foi dificil identificar a
atividade mTORC1, enquanto que em condi¢des estimulatorias de glicose ou apos a
alimentagao dos animais, a mTORC1 é ativada. Nesse estudo, foi concluido que ao
invés da inatividade de mTORC1 ao decorrer da maturagéo, esse complexo poderia
se moldar em relacao a troca de nutrientes no periodo pos-natal, pois se demonstrou
necessaria para a secregao de insulina pos-prandial (80).

De acordo com nossos dados e com o que esta descrito na literatura,
ha controvérsias sobre a maturagéo funcional e o momento exato em que a célula 8
pancreatica se torna efetivamente responsiva a glicose. De acordo com nosso
experimento da GSIS, acreditamos que em P20 as células [ ainda ndo estejam
completamente maduras, pois elas ndo apresentam caracteristicas funcionais como
as células B de camundongos adultos. Considera-se que células B se tornam
maduras na segunda semana de vida, entre P2 e P9, como também em P14 (27, 50,
81), mas vale ressaltar que em P20 os animais estdo na mudanga de dieta, pois 0

desmame acontece 21 dias apdés o nascimento, o que enfatiza a influéncia da
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glicose como um fator ambiental para melhorar a responsividade da célula B a
glicose, apesar de nao conhecermos ainda todos os mecanismos que levam a
maturacao de fato. Dessa forma, podemos concluir que fatores de transcrigao
importantes na identidade e para a maturidade da célula B pancreatica, como INS,
MAFA, PAX6, GCK, GLUT2, ERO1, sdo aumentados a partir do 9° dia apos o
nascimento, mas diferente disso, a GSIS eficiente é alcancada somente apés o 20°
dia apds o nascimento.

E para finalizar, uma duvida do nosso grupo de pesquisa é se a razéo
da secrecdo de insulina em células B maduras em relacdo ao conteudo total de
insulina € menor do que em células imaturas é explicado pela quantidade de insulina
armazenada? E esse pouco armazenamento € devido a pouca maturacdo da
maquinaria de processamento e exocitose, como proteinas e enzimas do RE e dos
granulos de insulina, ou somente pela diferenga do metabolismo da glicose e da
atividade energética? Devido a esta questdo pretendemos dar continuidade ao

nosso trabalho.
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6 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

A hipotese do nosso trabalho era que ao decorrer da maturacao as células B
pancreaticas apresentariam uma alteragdo na funcionalidade (aumento de GSIS)
decorrente de um aumento nos genes UCN3, MAFA e PAXG6. Investigamos algumas
alteracbes funcionais, transcricionais e metabdlicas que ocorrem durante a
maturagcao das células B pancreaticas, mas ainda nao conseguimos determinar o
exato momento da maturagdo. Podemos concluir que fatores de transcricéo
importantes na identidade e para a maturidade da célula 3 pancreatica, como INS,
MAFA, PAX6, GCK, GLUT2, ERO1, sdo aumentados a partir do 9° dia apods o
nascimento, mas diferente disso, a GSIS eficiente é alcangada somente apds o 20°
dia apds o nascimento.

E necessario analisar a expressdo proteica de varias outras proteinas além
da AMPK e mTORC, como proteinas e enzimas do RE e dos granulos de insulina, a
fim de analisar como esta a capacidade pdés-transcricional da célula B pancreatica e
como esta a atividade dessas proteinas. Dessa forma, se torna necessario continuar

investigando mais sobre a maturagao de células beta pancreaticas.
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