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RESUMO

DI STEFANO, A. G. O papel do HNF4a na morte das células beta pancreaticas
induzida por citocinas proé-inflamatérias. 2019. 69f. Dissertacdo (Mestrado em Bi-
ologia Celular e Tecidual) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo, 2019.

O diabetes mellitus tipo 1 (DM1) € uma doenca autoimune que causa a disfuncdo e a
destruicdo das células 3 pancreaticas, produtoras de insulina, ao induzir vias pro-apo-
ptoticas, como o estresse de reticulo endoplasmatico (RE), devido a exposicdo dessas
células a citocinas pro-inflamatérias. O Mature-onset diabetes of the youth type 1
(MODY1) é um tipo de DM causado por muta¢des no gene Hepatocyte nuclear factor
4 alpha (HNF4a), levando a deficiéncia na secrecao de insulina. Além de outras diver-
sas funcdes na diferenciagao e da sobrevivéncia das células 3, esse gene também é
importante para a manutencdo da homeostase do RE, sugerindo que o papel do
HNF4a na regulacdo da secrec¢ao de insulina poderia estar relacionado a viabilidade
das células B frente a exposicao a citocinas pro-inflamatorias. Sendo assim, o estudo
visou avaliar o papel desse gene na disfuncédo e morte de células B apds exposicao
destas as citocinas pré-inflamatérias. Foi realizado o silenciamento do HNF4a em cé-
lulas de insulinoma de rato (INS-1E) com siRNA seguido de tratamento com citocinas
pré-inflamatérias (IL-1B + IFN-y + TNF) ou tapsigargina (indutor de estresse de RE)
para avaliacao da ativacdo da Caspase-3 e das proteinas de estresse de RE (p-elF2aq,
p-IRE1 e XBP1s) por western blot. Para avaliar o efeito do HNF4a no metabolismo da
glicose, foi realizado o Teste de Tolerancia a Glicose (GTT) em camundongos da li-
nhagem InsCRE.HNF4a'/1oxP ‘apés a inducéo do knockout. Em seguida, foi avaliado
por western blot a expressdo de Caspase-3 nas ilhotas dos camundongos knockout
apos exposi¢cao aos mesmos tratamentos que as células INS-1E. Também foi avaliada
a expressao de insulina e glucagon nessas ilhotas através de imunohistoquimica. A
reducao da expressao do HNF4a protegeu contra morte por apoptose, pois diminui a
expressdo de Caspase-3 ativada nas células INS-1E e nas ilhotas knockout. Além
disso, houve a reducdo da expressao das proteinas relacionadas ao estresse de RE
nas células INS-1E. Animais HNF4a knockout apresentam tolerancia diminuida a gli-
cose. As ilhotas knockout apresentaram significativa redugédo na marcacao de insulina.

Como um todo, esses resultados mostram que o HNF4a parece ter uma participagcéo



deletéria em células B expostas a citocinas pré-inflamatérias, porém exerce um impor-
tante papel na funcao fisiolégica dessas células. Frente a esses resultados, sugere-
se um importante papel do HNF4a na manutengao do estado diferenciado das células
B, pois, devido a perda desse estado diferenciado, pela reducdo da expresséo desse
fator de transcricdo, essas células param de responder as citocinas pro-inflamatorias
como esperado de uma célula B normal. Sendo assim, um melhor entendimento das
vias reguladas pelo HNF4a em células 3 é de extrema importancia para o desenvolvi-

mento de terapias de prevencao da funcao e viabilidade dessas células.

Palavras-chave: Diabetes mellitus. Célula beta pancreética. Morte celular. Hepato-

cyte nuclear factor 4 alpha.



ABSTRACT

DI STEFANO, A. G. Hole of HNF4a in cell death of pancreatic beta cell induced
by proinflammatory cytokines. 2019. 69p. Dissertation (Master’s thesis in Celular
and Tissue Biology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo Paulo,
Séo Paulo, 2019.

Type 1 diabetes mellitus (DM1) is an autoimmune disease that causes dysfunction and
destruction of insulin-producing pancreatic 3 cells by inducing pro-apoptotic pathways
such as endoplasmic reticulum (ER) stress due to exposition to proinflammatory cyto-
kines. Mature-onset diabetes of the youth type 1 (MODY1) is a type of DM caused by
mutations in the Hepatocyte nuclear factor 4 alpha (HNF4a) gene, leading to deficiency
in insulin secretion. Besides several other functions in the differentiation and survival
of B cells, this gene is also important for the maintenance of ER homeostasis, suggest-
ing that the role of HNF4a regulating insulin secretion could be related to 3 cell viability
exposed to proinflammatory cytokines. Thus, this study aimed to evaluate the role of
this gene in dysfunction and death of 8 cells after exposure to proinflammatory cyto-
kines. The expression of HNF4a was reduced in rat insulinoma cells (INS-1E) with
siRNA followed by treatment with proinflammatory cytokines (IL-1p + IFN-y + TNF) or
thapsigargin (ER stress inducer) to evaluate activation of Caspase-3 and expression
of ER stress proteins (p-elF2a, p-IRE1 and XBP1s) by western blot. To evaluate the
effect of HNF4a on glucose metabolism, the Glucose Tolerance Test (GTT) was per-
formed on InsCRE.HNF4q'oP /1oxP mjice after knockout induction. Then, expression of
Caspase-3 in islets of knockout mice by western blot was evaluated after exposure to
the same treatments as INS-1E cells. The expression of insulin and glucagon in these
islets was also evaluated by immunohistochemistry. Reduced HNF4a expression pro-
tected against death by apoptosis decreasing activated Caspase-3 in INS-1E cells and
knockout islets. In addition, there was a reduced expression of ER stress-related pro-
teins in INS-1E cells. Animals HNF4a knockout exhibit decreased glucose tolerance.
Knockout islets showed significant reduction in insulin labeling. Overall, these results
show that HNF4a appears to have a deleterious effect on 8 cells exposed to proinflam-
matory cytokines, but have an important role in the physiological function of these cells.
Given these results, it is suggested an important role of HNF4a in maintaining the dif-

ferentiated state of B cells, because, due to the loss of this differentiated state, by



reducing the expression of this transcription factor, these cells stop responding to pro-
inflammatory cytokines as expected from a normal 3 cell. Thus, a better understanding
of the pathways regulated by HNF4a in 8 cells is extremely important for the develop-
ment of therapies to maintain the function and viability of these cells.

Keywords: Diabetes mellitus. Pancreatic beta cell. Cell death. Hepatocyte nuclear

factor 4 alpha.
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1 INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) € uma doenca metabdlica considerada uma das maiores
emergéncias em saude publica no Brasil e no mundo, devido ao aumento do niumero
de casos ao longo dos anos e pelos efeitos provocados no organismo em longo prazo,
principalmente nos casos nao diagnosticados ou corretamente tratados (IDF, 2018).

Existem diferentes tipos de DM que sao classificados pela etiologia e pela forma
de como a doenca se desenvolve no organismo. O diabetes mellitus do tipo 1 (DM1)
€ caracterizado por um ataque autoimune especifico as células B pancreaticas, pro-
dutoras do horménio insulina, responsavel pelo metabolismo da glicose no organismo.
Esse ataque autoimune ocorre pela acédo de células do sistema imune, as quais pro-
duzem citocinas pré-inflamatdérias que induzem, dentre outros efeitos, a disfuncéo das
células B e ativacdo de diversos mecanismos intracelulares que culminam na inducéo
a apoptose (EIZIRIK et al., 2009).

Durante o processo inflamatorio produzido pelas citocinas, um dos principais me-
canismos responsaveis pela inducdo da morte das células B é o estresse de reticulo
endoplasmatico (RE), o qual altera a homeostase do RE prejudicando a funcéo dessas
células. Frente a isso, diversos mecanismos intracelulares sdo ativados visando recu-
perar a homeostase do RE, porém, caso a homeostase ndo seja recuperada, séo in-
duzidas as vias responsaveis pela apoptose (OSLOWSKI & URANO, 2011).

A recuperacdo da homeostase do RE, nesse contexto, torna-se importante para a
sobrevivéncia das células B durante o efeito deletério produzido pelas citocinas pro-
inflamatorias. Dessa forma, a melhor compreensédo dos mecanismos relacionados a
inducdo da morte e susceptibilidade dessas células ao estresse de RE, bem como
formas de modulacéo das vias de recuperagcao da homeostase tem se tornado, recen-
temente, alvo de diversos estudos sobre o desenvolvimento do DM. Dentre os diver-
sos mecanismos relacionados as vias de sobrevivéncia da célula 3, a importancia do
fator de transcricdo Hepatocyte nuclear factor 4 alpha (HNF4a) para a fisiologia des-
sas células vém sendo melhor estudado quando se descobriu que mutacdes no gene
do HNF4a sao responsaveis pelo desenvolvimento do Mature-onset diabetes of the
youth type 1 (MODY 1), um tipo de DM (SHIH & STOFFEL, 2002; GUPTA et al., 2005).

O HNF4a apresenta um importante papel na formacéo e funcéo de diversos tipos
de células secretoras no organismo (BABEU & BOUDREAU, 2014; LAU et al., 2018).

Nas células B, o HNF4a atua em mecanismos intracelulares responsaveis pela
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diferenciacéo e sobrevivéncia celular, assim como na secrecéo de insulina (FERRER,
2002; ODOM et al., 2004; GUPTA et al., 2005, 2007; MIURA et al., 2006; RIECK et
al., 2012; SATO et al., 2012; MOORE et al., 2016a, 2016b). Apesar dos inumeros
trabalhos demonstrando a importancia do HNF4a para a fisiologia das células 3, pouco
ainda se sabe sobre os mecanismos relacionado a disfuncdo com os quais esse fator
de transcricdo possa estar envolvido, bem como sua relacdo com vias pro-apoptoticas
do estresse de RE.

Dessa forma, o presente trabalho visa avaliar o efeito da presenc¢a ou auséncia do
HNF4a na viabilidade e na susceptibilidade ao estresse de RE frente a exposicdo das

células B a citocinas pré-inflamatérias, responsaveis pelo desenvolvimento do DM1.



21

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O Pancreas enddcrino

O pancreas € a segunda maior glandula do organismo e se encontra associado
ao sistema digestorio. Possui cerca de 15-18 cm e € divido em trés partes principais:
a cabeca, o corpo e a cauda. No organismo humano, 0 pancreas encontra-se na re-
gido retroperitoneal, atras do estdmago, entre o duodeno e o baco. E considerado um
Orgao misto, pois possui a por¢cao exocrina e a porcado endoécrina. A porcdo exoécrina
ocupa cerca de 96-99% do volume total do pancreas e é responsavel por produzir e
liberar secrecdes relacionadas a digestdo no duodeno. A porcdo enddcrina é formada
principalmente pelas ilhotas de Langerhans, as quais sdo responsaveis pela producao
dos principais horménios relacionados ao metabolismo da glicose (ORCI et al., 1975;
BRAGANZA, 1994).

As ilhotas de Langerhans sé&o grupos redondos ou elipsoides de diferentes tipos
de células, altamente vascularizados que se espalham por todo o pancreas. O nimero
e a distribuicdo das células que formam as ilhotas diferem de acordo com as espécies.
Em humanos, as ilhotas sé&o formadas por cerca de 50-60% de células B secretoras
de insulina, 40-50% de células a secretoras do horménio glucagon, 10% de células &
secretoras de somatostatina e menos que 5% de células PP, secretoras do polipepti-
dio pancreatico. Essas células nao obedecem uma arquitetura especifica e se distri-
buem aleatoriamente por toda a ilhota humana (CABRERA et al., 2006; ABDULREDA
et al., 2016). As ilhotas de roedores (Mus musculus e Rattus norvegicus) apresentam
uma arquitetura mais bem definida, na qual se observa cerca de 60-80% de células 3
que ocupam o centro das ilhotas circundadas por uma camada das outras células
enddcrinas na periferia como as células a (cerca de 15-20%), células & (menos de
5%) e células PP (menos de 1%) (KIM et al., 2009; ABDULREDA et al., 2016).

Apesar das diferencas citadas entre as espécies, em ilhotas normais, as células 3
sempre sao predominantes e desempenham funcao importante secretando a insulina,
o hormonio hipoglicemiante do organismo (BRAGANZA, 1994; ABDULREDA et al.,
2016). Devido ao importante papel desse horménio, alteracdes no funcionamento das
células B que prejudiquem a produgéo da insulina irdo causar o desenvolvimento do
DM (CNOP et al., 2005).
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2.2 Diabetes mellitus

O DM é uma doenca metabdlica cronica que provoca alteragdes fisioldgicas no
metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas (SACKS et al., 2011). E conside-
rada, a niveis mundiais, umas das maiores emergéncias do século 21. Em 2017, a
Federacéo Internacional de Diabetes (FID) estimou que 1 em cada 11 adultos (425
milhdes de individuos) tem diabetes, sendo que aproximadamente 50% destes indivi-
duos nao estdo diagnosticados. Esses individuos correm o risco de desenvolver futu-
ras complicacBes graves responsaveis pelas altas taxas de morbidade do diabetes
como doencas renais, retinopatias e alteracdes circulatorias em membros inferiores
(SEN & CHAKRABORTY, 2015; TAO et al., 2015; FID, 2018). Estima-se que na Amé-
rica do Sul e Central o nimero de individuos com diabetes aumente em 62% passando
de 26 milhBes em 2017 para 42 milhdes em 2045 (FID, 2018). No Brasil, a incidéncia
dessa doenca tem aumentado ao longo dos anos. Entre 2006 e 2016, o niumero de
individuos com diabetes aumentou 61,8%, acometendo atualmente cerca de 10 mi-
Ihdes de brasileiros (OLIVEIRA et al., 2017; FID, 2018).

Existem diferentes tipos de DM, sendo o DML e o diabetes mellitus do tipo 2 (DM2)
as principais formas estudadas da doenca. O DM1 ocorre em individuos com predis-
posicdo genética associada a fatores ambientais ainda pouco conhecidos que indu-
zem um ataque autoimune especifico contra as células B pancreéticas, causando sua
destruicdo (EIZIRIK et al., 2009; CHRISTOFFERSSON et al., 2016; ALYAFEI et al.,
2018). Durante esse processo inflamatdrio conhecido como insulite, células do sis-
tema imune (principalmente macrofagos e células T) infiltram as ilhotas pancreaticas
e produzem citocinas pro-inflamatérias como a Interleucina (IL)-1B, Interferon (IFN)-y
e Fator de necrose tumoral (TNF). Essas citocinas, se ligam a receptores especificos
nas células 8 e induzem vias intracelulares responsaveis pela disfuncéo e morte des-
sas células, além de potencializar a resposta autoimune pela secre¢édo de quimiocinas
e consequente recrutamento de mais células do sistema imune. Esses efeitos deleté-
rios produzidos nas células B estéo ligados principalmente a inducdo do estresse de
RE e oxidativo (EIZIRIK et al., 2009; MEYEROVICH et al., 2016).
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2.3 Estresse de reticulo endoplasmatico

O estresse de RE caracteriza-se pelo acumulo de proteinas mal enoveladas no
interior do RE, fenbmeno que perturba a homeostase e, por consequéncia, a funcao
dessa organela. Durante o estresse de RE, varios mecanismos séo ativados visando
minimiza-lo como, por exemplo, o estimulo a sintese de Binding immunoglobulin pro-
tein (BiP), também conhecida como Glucose-regulated protein 78 (GRP78), uma das
principais chaperonas residentes no RE (SHIU et al., 1977; LEE, 1987, 2001). A BiP
€ responsavel por facilitar o dobramento de proteinas, impedir a agregacdo destas
durante o processo de dobramento e manté-las na conformacéo correta no interior do
RE. Em condicdes fisiol6gicas, ocorre a ligagdo da BiP a porcéo luminal de trés pro-
teinas transmembranas presentes no RE tornando-as inativas: a Activator transcrip-
tion factor 6 (ATF6), a Double-stranded RNA-activated kinase-like ER kinase (PERK)
e/ou a Inositol requiring ER-to-nucleus signal kinase 1 (IRE1) (BERTOLOTTI et al.,
2000; LEE, 2005; OSLOWSKI & URANO, 2011).

Em situacBes de estresse de RE, o acumulo de proteinas mal enoveladas no inte-
rior do RE causa o recrutamento de BiP visando melhorar o dobramento dessas pro-
teinas. Esse processo faz com que a BiP se desligue dessas proteinas transmembra-
nas, tornando-as ativas (SHIU et al., 1977; LITTLE et al., 1994; LEE, 2005). A ativacao
dessas trés proteinas transmembranas dispara vias da chamada UPR que visam a
recuperacdo da homeostase induzindo uma diminuicdo da producéo de proteinas em
geral e um aumento da capacidade do dobramento de proteinas pelo RE (OSLOWSKI
& URANO, 2011; WALTER & RON, 2011; CHAN et al., 2015). Caso a homeostase
nao seja recuperada, tanto por uma falha como pela prolongada ativacéo de alguma
dessas vias, a apoptose serd induzida (OSLOWSKI & URANO, 2011).

Durante o estresse de RE, a ATF6 migra, através de vesiculas de transporte, da
membrana do RE para o complexo de Golgi. No complexo de Golgi, ela é clivada
proxima a sua porcao N-terminal, onde seu principal sitio ativo esta, através de pro-
tedlise catalisada pelas enzimas Site 1 protease (S1P) e pela Site 2 protease (S2P).
A ATF6 clivada pode agora migrar para o ndcleo e induzir transcricdo varios genes
alvo como da chaperona BIiP, que atuardo no RE aumentando a capacidade de do-
bramento de proteinas (Figura 1-A) (NOZAKI et al., 2004; THUERAUF et al., 2007;
WALTER & RON, 2011). Apesar dessa importancia, recentemente foi demonstrado

que a ativagcdo do ATF6 ndo é essencial para a inducdo da maioria dos genes
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relacionados a UPR em células 3, sendo as vias da PERK e IRE1 as mais efetivas
durante a resposta ao estresse de RE nessas células (ODISHO et al., 2015).

A PERK é uma quinase presente na membrana do RE que, durante o estresse de
RE, oligomeriza e sofre autofosforilagéo, tornando-se ativa. Uma vez ativada, a PERK
induz a fosforilacdo e consequente inibicdo da subunidade a do fator de iniciacdo de
traducdo Eucariotic initiation factor 2a (elF2a) reduzindo assim a traducao de protei-
nas em geral. Por consequéncia, havera uma diminuicdo da carga de proteinas a se-
rem processadas pelo RE visando amenizar o estresse nessa organela. A fosforilagao
do elF2a também aumenta a expressao do Activator transcription factor 4 (ATF4) im-
portante para a sobrevivéncia celular, pois atua na transcricdo de genes relacionados
a producéo de chaperonas do RE pela indugdo do X-box-binding protein 1 (XBP1)
(WALTER; RON, 2011). Além disso, o ATF4 é responsavel por uma resposta antioxi-
dante por fosforilar e, por consequéncia, ativar o Nuclear factor erythroid 2 p45 subu-
nit-related factor 2 (NFR2) que atua no DNA induzindo a transcricdo de genes relaci-
onados a producédo de proteinas antioxidantes que protegem a célula durante o es-
tresse oxidativo (HERBERT, 2007). Na via PERK, caso o estresse de RE seja muito
intenso ou a inibicdo do elF2a seja prolongada, havera a indug¢édo de C/EBP-homolo-
gous protein (CHOP), o qual também pode ser ativado pela via da ATF6 e IRE1 e
induz a expressao de genes que codificam proteinas relacionadas a apoptose como
a Growth arrest and DNA damage-inducible protein (GADD34), Death protein 5 (DP5)
e a Caspase 12 (Figura 1-B) (CNOP et al., 2007; HERBERT & LAYBUTT, 2016; SONG
et al., 2019).

A IRE1 é uma proteina presente na membrana do RE que possui dupla funcéo,
de quinase e endoribonuclease. Durante o estresse do RE, a IRE1 oligomeriza e sofre
autofosforilacéo, tornando-se ativa. Quando ativada induz, através de sua funcéo de
endoribonuclease, o splicing alternativo do RNA mensageiro do XBP1 produzindo o
fator de transcricao X-box-binding protein 1 spliced (XBP1s). O XBP1s, por sua vez,
induz a transcricdo de genes envolvidos na biossintese lipidica da membrana do RE,
na producéo de chaperonas e na degradacédo de componentes do RE promovendo a
maturacdo, desenvolvimento e manutencao dessa organela (Figura 1-C) (WALTER &
RON, 2011; HERBERT & LAYBUTT, 2016; MEYEROVICH et al., 2016).
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Figura 1 — Vias da ATF6, PERK e IRE1 ativadas durante a UPR.
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Durante o estresse de RE, o recrutamento da BiP pelo acimulo de proteinas mal enoveladas
no interior do RE causa a ativagdo das trés proteinas transmembranas presentes no RE
(ATF6, PERK e IRE1) induzindo vias que possuem como alvo transcricdo de genes relacio-
nados a UPR. Essa ativacao visa a recuperacdo da homeostase do RE ao reduzir a sintese
proteica e aumentar a capacidade dessa organela em dobrar proteinas. Caso uma ou mais
vias permanecam ativadas por muito tempo ou a homeostase néo seja recuperada, a apop-
tose sera induzida (WALTER & RON, 2011).
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Além da importancia do XBP1s durante o estresse de RE, estudos recentes de-
monstraram que a expressao desse fator de transcricdo € importante para a manuten-
cao da funcao das células 3, mesmo na auséncia de estresse de RE. Além disso,
células B e ilhotas de camundongos com delecédo de XBP1s apresentaram aumento
da morte celular devido a potencializacdo do estresse oxidativo, inflamacgéo e apop-
tose durante condi¢Bes crénicas de estresse de RE, demonstrando a importancia
desse fator de transcricdo para a viabilidade celular (CHAN et al., 2015).

Apesar dos conhecidos efeitos negativos na viabilidade e funcdo das células 3
causados pelo estresse de RE, estudos recentes demonstraram um papel importante
de um estado “basal de estresse de RE” para a funcdo dessas células. Dessa forma,
o estresse de RE basal mantém os mecanismos intracelulares responsaveis pelo con-

trole da producéo e secrecao de insulina em um “estado de alerta” para uma resposta
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rapida as variacdes da glicemia (OSLOWSKI & URANO, 2011; MEYEROVICH et al.,
2016). Apesar disso, no contexto do desenvolvimento do DM1, as citocinas pro-infla-
matorias levam a inducéo do estresse de RE que ativa vias deletérias em células (3,
levando a sua disfungdo e morte (EIZIRIK et al., 2001, 2009, 2013; CNOP et al., 2005;
ORTIS et al., 2006, 2008, 2012; BROZZI et al., 2015; MEYEROVICH et al., 2016).

Dada a importancia do estresse de RE para o funcionamento e a viabilidade das
células B, o melhor entendimento dos mecanismos que regulam a homeostase e a
disfungcéo do RE sao importantes para conhecer como a modulagéo dessas vias po-
deria auxiliar na sobrevivéncia das células 3 frente a um ataque autoimune, como
ocorre no DM1, sem que a funcéo dessas células seja prejudicada. Recentemente,
diversos estudos tém se aprofundado na fungdo do fator de transcricao HNF4a na
regulacdo da homeostase do RE e sua importancia para a fisiologia das células 3
(SATO et al., 2012; MOORE et al., 2016b, 2016a), principalmente apds se descobrir
gue uma alteracdo genética de heranca autossémica no gene HNF4a em humanos é
o responsavel por prejudicar o funcionamento dessas células e causar o desenvolvi-
mento de um tipo de DM, o MODY 1 (SHIH & STOFFEL, 2002).

2.4 Diabetes do jovem no inicio da maturidade do tipo 1

Em 1974, foi descrito pela primeira vez um tipo de DM, causado por uma heranca
familiar, diagnosticado em individuos jovens néo-obesos e no inicio da maturidade.
Clinicamente, foi observado que esses individuos apresentavam ao nascer peso
acima do normal (aproximadamente 800 gramas), associado a um quadro de hipogli-
cemia e hiperinsulinémica neonatal. Como passar dos anos esses individuos desen-
volviam hipertrigliceridemia associada a um estado de tolerancia diminuida a glicose,
gue evoluia lentamente para um estado de hiperglicemia com glicemia de jejum nor-
mal (até os 18 anos). Posteriormente, esses individuos progrediam muito lentamente
para um estado de hiperglicemia de jejum (acima dos 27 anos). O pouco conheci-
mento na época sobre as causas e caracteristicas desse tipo de DM fez com que
esses casos fossem erroneamente classificados como DM1 ou DM2 (TATTERSALL,
1974; NAYLOR et al., 2018; URAKAMI, 2019).

Como avanco dos estudos, foi demonstrado que esse tipo de DM era causado por
uma herancga familiar, porém com desenvolvimento diferente do DM1 ou DM2, pois os

individuos apresentavam auséncia de autoimunidade contra células 3, auséncia de
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resisténcia periférica a insulina, além de uma sustentada producéo e secrecao de in-
sulina. Sendo assim, foi utilizado o termo Mature-onset diabetes of the youth (MODY)
para diferenciar esses casos que representavam cerca de 1-2% de todos os casos de
DM diagnosticados (TATTERSALL, 1974; FAJANS & BELL, 2011).

O MODY é um grupo monogénico de DM causados por mutacfes autossdmicas
dominantes em um dos diversos fatores de transcricdo que participam dos processos
de desenvolvimento, maturacao e funcao das células f (FAJANS & BELL, 2011; ANIK
et al., 2015). Atualmente, j& foram identificadas mutacdes nos genes HNF4a, Gluco-
kinase (GCK), Hepatocyte nuclear factor 1 alpha (HNF1a), Pancreatic and duodenal
homeobox 1 (PDX1), Hepatocyte nuclear factor 1 beta (HNF13), Neurogenic differen-
tiation 1 (NEUROD1), Kruppel-like factor 11 (KLF11), Carboxyl ester lipase (CEL), Pai-
red box gene 4 (PAX4), Insulin gene (INS), B-lymphocytespecific tyrosine kinase
(BLK), Sulfonylurea receptor 1 (SUR1), Potassium channel inwardly rectifying 6.2
(Kir6.2) e Adaptor Protein, Phosphotyrosine Interaction, PH domain and leucine zipper
containing 1 (APPL1) que causam o desenvolvimento dos subtipos do MODY 1 ao 14,
respectivamente (VIONNET et al., 1992; YAMAGATA et al., 1996, 2003; STAFFERS
et al.,, 1997; NEVE et al., 2005; RADER et al., 2006; PLENGVIDHYA et al., 2007;
EDGHILL et al., 2008; ELLARD et al., 2008; BOROWIEC et al., 2009; BONNEFOND
et al., 2012; BOWMAN et al., 2012; PRUDENTE et al., 2015; BISHAY et al, 2016).

Mutagdes no gene do HNF4a séo relativamente incomuns na populagéo fazendo
com que o MODY 1 represente 5 a 10% de todos os casos de MODY diagnosticados
gue se manifesta através de uma lenta e progressiva deficiéncia na producéo de in-
sulina ao longo dos anos (YAMAGATA, 2014). Esse efeito ocorre devido a importancia

do HNF4a para a sobrevivéncia e funcao das células 3.

2.5 Hepatocyte nuclear factor 4 alpha

O HNF4a é um receptor da superfamilia de receptores hormonais nucleares ex-
pressos em varios tecidos como figado, pancreas, rins, estbmago e intestinos. Esse
fator de transcricdo esta relacionado com a regulacédo de genes envolvidos na orga-
nogénese, no desenvolvimento e na manutengdo da funcdo desses 6rgaos partici-
pando do transporte de nutrientes, metabolismo de lipideos e glicose, proliferacéo e
diferenciacéo celular e metabolismo de farmacos (HAYHURST et al., 2001; GONZA-
LEZ, 2008; YIN et al., 2011; BABEU & BOUDREAU, 2014; LAU et al., 2018). Mais de
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50 genes foram descritos como alvo do HNF4a em hepatdcitos, através da técnica de
Chromatin immunoprecipitation (ChlP), como genes que codificam as proteinas Phos-
phoenolpyruvate carboxykinase (PCK1) e a Glucose-6 phosphatase (G6PC) impor-
tantes enzimas da gluconeogénese, a Apolipoprotein All (ApoA2) e a Microsomal tri-
glyceride transfer protein (MTTP). Essas duas lipoproteinas sdo as mais abundantes
e responsaveis pelo transporte de lipideos pelo organismo, o que demonstra a impor-
tancia desse fator de transcricdo para a fisiologia do tecido hepético e do organismo
(ODOM et al., 2004).

O gene HNF4a é composto por 12 exons e controlado por dois promotores distin-
tos, o Promoter 1 (P1) e o Promoter 2 (P2) que produzem nove transcritos ou isofor-
mas diferentes através de splicing alternativo: HNF4a1-6 e HNF4a7-9, respectiva-
mente. A estrutura das isoformas é composta por diversos dominios funcionais: o do-
minio localizado na porcao N-terminal chamado Activating/binding domain (A/B) que
estd associado ao dominio de interacdo e transativacdo Activating function 1 (AF-1);
o dominio de ligagdo ao DNA DNA binding C domain (DBD); um complexo funcional
de ligacdo Ligand binding E domain (LBD); uma interface de dimerizagéo e transati-
vacao Activating function 2 (AF-2) e um dominio de atividade regulatoria negativa F
domain (F). As nove isoformas diferem entre si por sua estrutura e pela sua capaci-
dade de transativacdo. Os transcritos do P2 sdo mais curtos na por¢ao N-terminal, na
qual se localiza o dominio de interacao AF-1, sendo assim, sua atividade de transati-
vacao € mais fraca em relacéo aos transcritos do P1 (Figura 2) (SATO et al., 2012;
BABEU & BOUDREAU, 2014; LU, 2016).
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Figura 2 — Estrutura do HNF4a e as diferentes isoformas.
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O gene HNF4a é controlado por dois promotores, o P1 e 0 P2, 0s quais produzem nove iso-
formas (HNF4a1-9) através de splicing alternativo. As isoformas sdo compostas por: Dominio
A/B - localizado na porgdo N-terminal e associado ao Dominio AF-1 — fungdo de interacado e
transativacdo; Dominio DBD - funcéo de ligagdo ao DNA; Dominio LBD - complexo funcional
de ligagdo; Dominio AF-2 — interface de dimerizacdo e transativacdo e Dominio F — possui
atividade regulatéria negativa. Os transcritos do P2 possuem atividade de transativacdo mais
fraca, pois sdo mais curtos na por¢cdo N-terminal, na qual se localiza o dominio de interacao
AF-1. (BABEU & BOUDREAU, 2014 — Modificado).

O HNF4a apresenta um importante papel durante o desenvolvimento, pois animais
HNF4a knockout séo inviaveis desde a vida embrionéria, ndo se desenvolvendo de-
vido a atrasos e interrupcfes da gastrulacao causando o aumento da morte das célu-
las da ectoderme embrionaria no momento em que essas células iniciariam a forma-
¢céo da endoderme (CHEN et al., 1994). No organismo, as isoformas do HNF4a s&o
encontradas distribuidas de forma variada pelos tecidos: os transcritos do P1 séo
abundantes no figado do adulto e rins, enquanto os transcritos do P2 sdo abundantes
no figado fetal e pancreas, porém a expresséo de ambos é intensa no intestino e colon
(TANAKA et al., 2006; GUO & LU, 2019). Estudos demonstraram que muta¢cdes nos
promotores P1 e P2 s&o responsaveis pelo desenvolvimento de diversas doencas
como disfuncdes metabdlicas, carcinoma hepatocelular, colorretal e gastrico, sendo

assim, alteracdes na expressao das isoformas sdo consideradas marcadores de
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diversas doencas nesses tecidos (OSHIMA et al., 2007; VUONG et al., 2015;
CHELLAPPA et al., 2016).

O HNF4a parece estar relacionado a susceptibilidade a resposta inflamatéria e
apoptose em diversos tipos celulares. No figado, o HNF4a é capaz de inibir a resposta
celular induzida por citocinas pré-inflamatérias como IL-1p € TNF, regulando a expres-
sdo de genes de resposta a fase aguda da inflamacéo (genes APR) através de vias
similares as ativadas nas células 3 (BABEU & BOUDREAU, 2014). Em ilhotas pan-
creaticas humanas, o HNF4a interage e induz a expressao de diversos genes como o
Liver receptor homologue-1 (LRH-1) que esté relacionado a represséao da reposta in-
flamatoria protegendo essas ilhotas contra a apoptose (ODOM et al., 2004; COBO-
VUILLEUMIER et al., 2018). Em ilhotas pancreaticas e células B de camundongos da
linhagem MING, a redugéo da expressao de HNF4a causa reducdo da expresséo de
proteinas capazes de se complexar a BiP, reduzindo a susceptibilidade dessas células
ao estresse de RE e a apoptose (SATO et al., 2012).

Conforme descrito anteriormente, o estado “basal de estresse de RE” é importante
para o funcionamento das células [3, o qual € mantido pela expressao basal de XBP1s
nessas ceélulas (OSLOWSKI & URANO, 2011). Estudos recentes demonstraram que
a expressao de HNF4a esta relacionada a manutencao da fungao das células B, pois
o knockdown do HNF4a em células B reduziu drasticamente a expressao de XBP1s,
bem como a expresséo de outros genes relacionados a producgéo e secrecdo de insu-
lina o que também reduziu a capacidade da célula f em responder a glicose (MOORE
et al., 2016b). Também foi demonstrado que o HNF4a, no figado, é responsavel por
regular a expressdo do gene Receptor for retinoic acid (RARB) que, em ilhotas pan-
creaticas, € responsavel pela na manutencdo da funcido e da massa de células 3
(ODOM et al., 2004; BRUN et al., 2015). Corroborando com esses resultados, animas
knockout para HNF4a em células B (InsCre.HNF4a'oxPoxP) gpresentaram intolerancia
a glicose com hiperinsulinemia tanto no jejum como no estado alimentado. Essa alte-
racao ocorre devido as ilhotas desses animais apresentaram reducéo da resposta in-
tracelular de calcio, responsavel pela secrecao das vesiculas contendo insulina. Além
disso, houve também a reducdo da resposta dos canais de potassio dependente de
voltagem (Katp) a altas concentragfes de glicose, fendbmeno importante para a secre-
cao de insulina estimulada por glicose (GSIS) (BYRNE et al., 1995; GUPTA et al.,
2005, 2007; MIURA et al., 2006).
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A expressédo de HNF4a parece participar de mecanismos relacionados a replica-
cao de células B, pois em camundongos HNF4a knockout especifico em células
prenhas ndo houve a inducdo da replicacdo dessas células, fenbmeno que deveria
ocorrer normalmente durante a gestacdo (GUPTA et al., 2007). Corroborando com
esses resultados, a exposicao de ilhotas pancreaticas e de células B isoladas de ratos
e camundongos ao BI6015, um potente antagonista de HNF4a, causou a represséo
de diversos genes que bloqueiam a replicacdo celular, induzindo a replicacao das cé-
lulas B isoladas e nas ilhotas, bem como a replicacdo de células a e d (LEE et al.,
2013). Além disso, a superexpressao de HNF4a, por adenovirus, em células B de
ilhotas humanas, leva a ativacdo do ciclo celular demonstrando um papel importante
do HNF4a como sinal mitogénico nessas células. Porém, sua expressao, nao foi sufi-
ciente para ativar os mecanismos de verificacdo e controle do ciclo celular, induzindo
diversos danos ao DNA, fazendo com que o ciclo se tornasse incompleto e incapaz
de induzir a total proliferacao das células B (RIECK et al., 2012).

Apesar dos diferentes estudos mostrarem a importancia do HNF4a para o desen-
volvimento das ilhotas pancreaticas e para a viabilidade e fungao das células 3, pouco
ainda se sabe sobre o possivel envolvimento deste fator de transcricdo em mecanis-
mos relacionados a morte dessas células ou vias pro-apoptoticas reguladas pelo es-
tresse de RE. Além disso, frente ao conhecimento de que citocinas pré-inflamatérias,
em células 3, levam a ativacédo do estresse de RE causando sua disfuncdo e morte,

torna-se importante avaliar o possivel papel de HNF4a nesse contexto.
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3 OBJETIVO

Avaliar o envolvimento de HNF4a em vias pré-apoptoticas reguladas pelo estresse
de RE em células B quando expostas as citocinas pro-inflamatorias e a influéncia

desse fator de transcricdo na disfuncdo e morte dessas células.

3.1 Objetivos especificos

e Avaliar a viabilidade celular frente a citocinas pro-inflamatérias na auséncia ou pre-
senca de HNF4a em linhagem celular de insulinoma de rato INS-1E e em ilhotas
de camundongos;

e Avaliar marcadores de estresse de RE frente a citocinas pré-inflamatérias na au-
séncia ou presenca de HNF4a em linhagem celular de insulinoma de rato INS-1E
e em ilhotas de camundongos;

e Avaliar a presenca e distribuicdo de células B e a, pela marcagédo de insulina e

glucagon por imunohistoquimica, em ilhotas de camundongos HNF4a knockout.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Manutencéo da cultura celular

As células de insulinoma de rato INS-1E foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr.
Claes B. Wollheim e Prof. Dr. Pierre Maechler (Universidade de Genebra, Suica). Essa
linhagem celular apresenta caracteristicas similares as células B primarias de rato
tanto em relacdo a expressao génica induzida por citocinas (KUTLU et al., 2003),
guanto a secrecdo de insulina em resposta a glicose (MERGLEN et al., 2004). As
células foram cultivadas em meio de cultura RPMI 1640 (#31800-022, Invitrogen,
EUA), suplementado com 5% de soro fetal bovino (ThermoFisher, EUA), 10 mM de
HEPES (Sigma-Aldrich, EUA), 100 U/mL de penicilina (ThermoFisher), 100 pg/mL de
estreptomicina (ThermoFisher), 1 mM de piruvato de sédio e 50 uM de B-mercaptoe-
tanol e 11,1 mM de glicose em pH 7,4. As células foram mantidas em incubadora a

37°C em atmosfera de 5% de géas carbbnico (COy2).

4.2 Transfeccdo de células INS-1E com siRNA

Células foram plaqueadas (8x10* células/pogo) em placas de 24 pocos (Corning
Inc, EUA). Quarenta e oito horas apos o plagueamento, as células foram transfectadas
em meio RPMI 1640 (Invitrogen) com 1,6 ng/mL de lipofectamina (#11668019, Invitro-
gen) e 40 ou 80 uM de siRNA HNF4a (#35573, Santa Cruz Biotechnology, EUA) ou
siRNA Controle (#03650318, Qiagen, NLD) por 16 horas. Apds a padronizacgdao, foi
utilizada a concentracdo de 40 uM de siRNA HNF4a por 16 horas para os experimen-

tos seguintes.

4.3 Tratamento de células INS-1E com citocinas pré-inflamatérias

As células INS-1E foram expostas as seguintes concentragdes de citocinas: 10
U/mL, 50 U/mL, 60 U/mL e 100 U/mL de IL-1B (#PRC0815, Invitrogen), 10 U/mL, 14
U/mL e 50 U/mL de IFN-y (#PRC4035, Invitrogen) e 50 U/mL, 100 U/mL e 185 U/mL
de TNF (#PRC3014, ThermoFisher) por 24 horas ou deixadas sem tratamento (con-
trole). A eficiéncia dos tratamentos foi avaliada através da viabilidade celular por cito-

metria de fluxo e expressdo de Capase-3 ativada por western blot. Apdés padronizagéo
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foi escolhida a combinacéo de citocinas 10 U/mL de IL-183, 14 U/mL de IFN-y e 100
U/mL de TNF. Setenta e duas horas ap6és a transfeccdo com siRNA, as células foram
expostas a combinacéo de citocinas, ou 1 uM de tapsigargina (#T9033, Sigma-Aldrich)
por 16 ou 24 horas ou deixadas sem tratamento (controle). Em seguida, as células

foram coletadas para western blot ou RT-gPCR.

4.4 Modelos animais

A obtencao dos camundongos InsCre.HNF4a/o®/1ox® foj realizada através do cru-
zamento de matrizes homozigotas para o gene HNF4a'™"1oXP e heterozigotas para o
gene InsCre provenientes do Biotério Setorial do Departamento de Biologia Estrutural
e Funcional da Universidade Estadual de Campinas/SP. Os animais foram pareados
de acordo com o sexo e mantidos em gaiolas coletivas em ambiente com temperatura
(21 £ 2°C) e umidade (50-60%) controlados, com ciclo claro-escuro de 12 horas e
alimentados com ragcdo comercial padrdo. A prole foi desmamada com 21 dias de
idade, quando se coletou uma amostra da cauda para genotipagem. As metodologias
gue foram empregadas in vivo neste trabalho foram submetidas a aprovacéo pelo Co-
mité de Etica no Uso de Animais do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP com
protocolo n°.: 066/2015.

4.5 Genotipagem

A extracao do DNA foi realizada com o kit REDExtract-N-Amp™ (#XNAT-100RXN,
Sigma-Aldrich) de acordo com as recomendagdes do fabricante. As amostras foram
submetidas a reacdo de PCR utilizando-se primers reverse (R) e forward (F) para am-
plificagdo dos genes HNF4q/'o>P/1oP (E: AGAATGACCCTGAAGCACCAGG / R: GCCA-
GAGGTCTGTGAAACAAGG) e InsCre (F: AACCTGGATAGTGAAACAGGGGC / R:
TTCCATGGAGCGAACGACGAGACC) e comparadas com o resultado obtido para o
controle positivo (animal InsCre.HNF4a'©P/oxP) e controle negativo (WildType) apds

separacao em gel de Agarose 1,5% (Kasvi, BRA).
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4.6 Inducado do knockout do gene HNF4a em camundongos

Ao completarem aproximadamente 40 dias de idade, camundongos machos foram
separados em: grupo InsCre.HNF4qal°xP1o e grupo Controle (animais HNF4q'oxP/loxP
sem a expressao do gene InsCre). Para inducédo do knockout do gene HNF4a espe-
cificamente nas células 3 pancreaticas, o tamoxifeno (#15648, Sigma-Aldrich) foi pre-
viamente diluido em 6leo de gergelim (#3547-250, Sigma-Aldrich) e administrado em
ambos os grupos intraperitonealmente na dosagem de 75 mg/kg de peso por 5 dias
consecutivos (MOORE et al., 2016a).

4.7 Teste de tolerancia a glicose (GTT)

Uma semana apos a injecao intraperitoneal de tamoxifeno, foi realizado o teste de
tolerancia a glicose para avaliacdo da inducdo do knockout nesses animais. Para
tanto, os animais foram deixados em jejum noturno por 10-12 horas e avaliou-se a
glicemia de jejum (tempo 0) através de amostra sanguinea obtida pela veia caudal
mensurada em glicosimetro One Touch Ultra (Johnson & Johnson, EUA). Em seguida,
foi administrada uma solucéo salina de glicose (1,25 g de glicose/kg de peso do ani-
mal) intraperitonealmente e avaliada a glicemia nos tempos de 15, 30, 60, 90 e 120

minutos.

4.8 Isolamento de ilhotas pancreéticas de camundongos

Apbs decapitacdo e assepsia da regido abdominal, o pancreas dos camundongos
foi retirado e mantido em solucdo Hanks suplementada com 0,2% de albumina bovina
(ThermoFisher), 1% de antibidtico penicilina/estreptomicina (ThermoFisher), 10mM de
glicose e pH 7,4. Em seguida, o pancreas foi reduzido a fragmentos pequenos com
auxilio de tesouras. Esses fragmentos foram lavados, digeridos em solugdo Hanks
com 7mg/mL de colagenase (#C9263, Sigma-Aldrich) e as ilhotas foram separadas
manualmente. Todo o material utilizado para cultura de ilhotas foi submetido a condi-
¢cOes especiais de esterilizagdo. O cultivo dessas ilhotas foi feito em meio RPMI 1640
puro — sem glicose (Invitrogen) suplementado com 5% de soro fetal bovino (Thermo-
Fisher), 1% de antibi6tico penicilina/estreptomicina (ThermoFisher), 10mM de glicose

e pH 7,4. As ilhotas pancreaticas foram mantidas em incubadora a 37°C em atmosfera
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de 5% de gas carbobnico (COz). Apos 48 horas em cultura, as ilhotas pancreaticas
foram expostas a tratamentos com citocinas pro-inflamatérias e tapsigargina ou dei-
xadas sem tratamento (controle) nas mesmas condi¢cbes e concentracdes descritas

para as células INS-1E.

4.9 Imunohistoquimica para Insulina e Glucagon em ilhotas pancreaticas de camun-

dongos

ApoOs a eutanasia dos animais, o pancreas foi coletado e imerso em banho de pa-
raformaldeido (Sigma-Aldrich) 4%, pH 7,4 a 4°C, durante 24 horas. Ap0s esse periodo
o tecido foi desidratado em banhos de etanol, diafanizado em banhos de xilol absoluto
e incluso em parafina. Foram feitos cortes seriados no tecido (5,0 yum) com micrétomo
rotativo/semiautomatico (Leica Biosystems, DE) que foram estendidos em laminas tra-
tadas com poli-L-lisina Olen (Kasvi, BRA). Os tecidos foram desparafinizados em ba-
nhos de xilol, hidratados em banhos de alcool e entdo corados por Hematoxilina-Eo-
sina ou submetidos aos ensaios de imunohistoquimica.

Para a imunohistoquimica, foi realizado o bloqueio de peroxidases endogenas
com peroxido de hidrogénio 10% (Labsynth, BRA), seguido de exposicédo do epitopo
antigénico com tampao Citrato de 6dio 10 mM pH 6,02 em vaporizador a 90°C. Logo
apos, foi realizado o bloqueio dos sitios antigénicos inespecificos com solucéo de blo-
queio PBS + BSA 5% + soro normal de cabra (Invitrogen) na proporgéo de 1:1 e incu-
bac&o do anticorpo primario diluido em PBS + BSA 5% ou solucédo de diluicdo sem
anticorpo para o controle negativo. Ap6s incubacdo com anticorpo primario, foi reali-
zada a incubacdo com anticorpo secundario anti-rabbit 1gG (1:200, #1704057, Bio-
Rad) conjugado a peroxidase diluido em PBS + BSA 5% seguida de revelagdo com
3,3-diaminobenzidina (DAB) e peréxido de hidrogénio (Labsynth). Para melhor visua-
lizagdo das marcag0des, os tecidos foram contra-corados com hematoxilina. Os anti-
corpos primarios utilizados foram: anticorpo policlonal de coelho anti-insulina (1:500,
doado pelo Dr. Leclercq-Meyer, Université Libre de Bruxelles, BE), anticorpo policlonal
de coelho anti-glucagon (1:350, #13091, Santa Cruz Biotechnology) e anticorpo mo-
noclonal de coelho anti-HNF4a (1:200, #3113, Cell Signaling) (Anexo 1).

Para avaliacdo das marcacfes e analise estatistica, os cortes histologicos foram
analisados em microscopio Axioskop 2 (Carl Zeiss, DE) e a quantificacao foi realizada
utilizando a distribuicéo Fiji (SCHINDELIN et al., 2012) do software ImageJ (National
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Institutes of Health, EUA). Todas as laminas foram documentadas através de fotomi-
crografias com a objetiva no aumento de 40x, sendo utilizados trés cortes seriados
para a analise. A quantificacdo foi realizada utilizando a funcdo colour deconvolution,
a qual permite a separagao da marcacao de hematoxilina da marcacdo com DAB. A
marcacado de DAB dentro da ilhota foi delimitada por contraste (threshold) e a ilhota
foi circundada, obtendo-se a partir dessas duas areas, a proporcao da area marcada.

Foi obtida entdo a média desse valor por animal.

4.10 Viabilidade celular por citometria de fluxo

Apbs os tratamentos com citocinas pro-inflamatérias e tapsigargina, as células
INS-1E foram submetidas a citometria de fluxo para avaliacdo da viabilidade celular
através da contagem do numero de células viaveis, mortas ou em apoptose. Para
tanto, as células INS-1E foram encubadas com os corantes do kit Guava ViaCount
Reagent (#4000-0040, Millipore, EUA) e a leitura da fluorescéncia das células em sus-
pensédo foi analisada no aparelho Guava EasyCyte 8HT Flow Cytometer (Sigma-Al-
drich).

4.11 Western blot

As proteinas totais das células INS-1E ou das ilhotas pancreéticas foram lisadas
com tampao de amostra Laemmli e separadas em SDS-PAGE com concentracédo de
12% ou 15% de acordo com o tamanho das proteinas de interesse. As proteinas foram
transferidas para membrana de nitrocelulose (Bio-Rad, EUA) e incubadas por 16 ho-
ras a 4°C com anticorpo policlonal de coelho anti-Caspase-3 (1:1000, #9662, Cell Sig-
naling, EUA), anticorpo monoclonal de coelho anti-HNF4a (1:500, #3113, Cell Signa-
ling), anticorpo policlonal de coelho anti-p-elF2a (1:1000, #9721, Cell Signaling), anti-
corpo monoclonal de coelho anti-p-IRE1 (1:1000, #742, Millipore), anticorpo policlonal
de coelho anti-XBP1s (1:1000, #83418, Cell Signaling), anticorpo monoclonal de coe-
Iho anti-GAPDH (1:1000, #25778, Santa Cruz Biotechnology) e anticorpo monoclonal
de camundongo anti-a-tubulina (1:1000, #9026, Sigma-Aldrich). Em seguida, as mem-
branas foram incubadas por 2 horas a temperatura ambiente com anticorpo secunda-
rio anti-mouse IgG (#1704056, Bio-Rad) ou anti-rabbit IgG (#1704057, Bio-Rad) asso-

ciado a peroxidase. Para detectar a intensidade das bandas, foi utilizado o sistema
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Enhanced chemiluminescence (ECL) no aparelho ImageQuant LAS 4000 (GE Heal-
thcare, UK) e quantificacdo pelo programa ImageQuant TL 8.1 (GE Healthcare). A
intensidade das bandas foi normalizada pela a-tubulina ou GAPDH (ORTIS et al.,
2012).

4.12 RT-qPCR

O RNA total das células INS-1E foi extraido com TRIzol (ThermoFisher) e foi feita
a transcricao reversa utilizando-se 1 ug de RNA total. O cDNA produzido foi submetido
a reacado de qPCR utilizando-se primers especificos e marcacdo com Platinum SYBR
Green (Invitrogen). Os produtos do qPCR foram quantificados pelo equipamento Ro-
tor-Gene 6000 (Qiagen) e analisados pelo software Rotor-Gene Q Series (Qiagen). A
expressdo dos genes de interesse foi corrigida pela expressdo do gene constitutivo
GAPDH (EIZIRIK et al., 2012). As sequéncias dos primers utilizados foram: HNF4a (F:
GCAAGTGAGCCTGGAGGATT / R: TGTCCATTGCTGAGGTGAGA) e GAPDH (F:
AGTTCAACGGCACAGTCAAG / R: TACTCAGCACCAGCATCACOQ).

4.13 Analise estatistica

Os resultados foram analisados estatisticamente com o uso do programa Gra-
phPad Prism 7 (GraphPad, EUA), utilizando-se t-test Student (pareado ou nao-pare-
ado) para comparacdes entre dois grupos de acordo com o indicado em cada figura.

A diferenca foi considerada estatisticamente significante com valor de p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Tratamento com siRNA para HNF4a reduziu a expressdo de mRNA HNF4a em
células INS-1E

Para a padronizacdo da concentracao de siRNA HNF4a (siHNF4a) a ser utilizada
nos experimentos, foram realizadas transfec¢des das células INS-1E com 40 uM e 80
MM de siRNA HNF4a. Na figura 3, observa-se que a concentracao de 40 pM diminuiu

a expressdao do mRNA HNF4a em aproximadamente 50%.

Figura 3 — Eficiéncia do silenciamento de HNF4a em células INS-1E.
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As células INS-1E foram transfectadas por 16h com 40 uM ou 80 uM de siRNA controle (siCrtl)
ou siRNA HNF4a (siHNF4a). Apés 72 h, as células foram lisadas, o RNA extraido e utilizado
em ensaios de RT-PCR. O gréfico representa a média (SEM) dos valores obtidos em 3 expe-
rimentos independentes corrigidos pela expressdo de GAPDH e normalizados pelo controle,
considerado como 1. *p<0,05 contra siCrtl 40, t-test Student pareado. UA — Unidades Arbitra-
rias.

5.2 Padronizacao das concentracdes de citocinas pro-inflamatorias para inducéo de

apoptose em células INS-1E

Para a padronizacdo das concentracdes de citocinas pro-inflamatérias utilizadas
para inducdo de morte celular por apoptose, foram testadas diferentes combinagdes
de concentragdes de citocinas que foram selecionadas com base em trabalhos ante-
riores e padronizac¢des do laboratorio visando mimetizar o ambiente da insulite, res-
ponsavel pelo desenvolvimento do DM1 (ORTIS et al., 2006, 2008, 2012; EIZIRIK et

al., 2009). A eficiéncia dos tratamentos foi avaliada através da indugédo da expresséo
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de Capase-3 ativada por western blot. Na figura 4, observa-se que as combinacdes
das concentracfes: 10 U/mL de IL-183, 14 U/mL de IFN-y e 100 U/mL de TNF; 60 U/mL
de IL-13, 14 U/mL de IFN-y e 185 U/mL; 50 U/mL de IL-1B, 14 U/mL de IFN-y e 50
U/mL de TNF; 100 U/mL de IL-1B e 50 U/mL de IFN-y induziram a expressao de Cas-

pase-3, e portanto, a apoptose de células INS-1E.

Figura 4 — Ativagdo de Caspase-3 em células INS-1E tratadas com citocinas pro-infla-

matorias.
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Células INS-1E foram expostas por 24 h na auséncia ou presenca de combinagdes de citoci-
nas: Mix 1 (50 U/mL de IL-1B + 140 U/mL de IFN-y), Mix 2 (10 U/mL de IL-1B + 14 U/mL de
IFN-y + 100 U/mL de TNF), Mix 3 (60 U/mL de IL-1B + 14 U/mL de IFN-y + 185 U/mL de TNF),
Mix 4 (50 U/mL de IL-1B + 14 U/mL de IFN-y + 50 U/mL de TNF), Mix 5 (100 U/mL de IL-13 +
10 U/mL de IFN-y), Mix 6 (100 U/mL de IL-1B + 50 U/mL de IFN-y) e Mix 7 (50 U/mL de IL-1
+ 10 U/mL de IFN-y). Em seguida, as células foram lisadas e utilizadas em ensaios de western
blot. A. Figura representativa de 4 experimentos independentes para as proteinas Caspase-3
e a-tubulina. B. Gréafico da média (SEM) dos valores obtidos em 4 experimentos corrigidos
pela proteina constitutiva a-tubulina e normalizados pelo controle, considerado como 1.
*p<0,05 contra Ctrl, t-test Student pareado. UA — Unidades Arbitrérias.

A eficiéncia dos tratamentos com citocinas pro-inflamatoria foi avaliada também
através da viabilidade celular por citometria de fluxo. Na figura 5, a contagem do nu-
mero de células viaveis, mortas ou em apoptose demonstrou que, em relagéo ao con-
trole, todas as diferentes combina¢des das concentracdes de citocinas foram capazes

de reduzir o nimero de células INS-1E viaveis e induzir a apoptose.
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Figura 5 — Contagem de células INS-1E viaveis, apoptoticas e mortas ap0s exposi¢ao

a citocinas proé-inflamatorias.
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Células INS-1E foram expostas por 24 h na auséncia ou presenca de combinacdes de citoci-
nas: Mix 1 (50 U/mL de IL-1B + 140 U/mL de IFN-y), Mix 2 (10 U/mL de IL-18 + 14 U/mL de
IFN-y + 100 U/mL de TNF), Mix 3 (60 U/mL de IL-1B + 14 U/mL de IFN-y + 185 U/mL de TNF),
Mix 4 (50 U/mL de IL-1B + 14 U/mL de IFN-y + 50 U/mL de TNF), Mix 5 (100 U/mL de IL-1B3 +
10 U/mL de IFN-y), Mix 6 (100 U/mL de IL-1$ + 50 U/mL de IFN-y) e Mix 7 (50 U/mL de IL-13
+ 10 U/mL de IFN-y). Em seguida, as células foram submetidas a avaliacdo da viabilidade
celular por citometria de fluxo. A. Contagem de células viaveis. B. Contagem de células apo-
ptéticas. C. Contagem de células mortas. Graficos da média (SEM) dos valores obtidos em 5
experimentos independentes normalizados pelo controle. *p<0,05 contra Ctrl, t-test Student
pareado. UA — Unidades Arbitrarias.

A padronizagéo da concentracao de citocinas suficiente para a inducao de morte
das células B demonstrou que a maioria das concentragdes testadas foram capaz de
induzir a expresséo de Caspase-3 ativada, bem como a apoptose dessas células por
citometria de fluxo. Para os experimentos seguintes, foi escolhida a combinac&o com
a menor concentracdo das trés principais citocinas pro-inflamatorias envolvidas no
desenvolvimento do DM1: 10 U/mL de IL-1B, 14 U/mL de IFN-y e 100 U/mL de TNF.
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5.3 HNF4a é importante para indugdo de Caspase-3 por citocinas pro-inflamatorias

em células INS-1E

Como esperado, o tratamento de células INS-1E com citocinas pro-inflamatoérias
ou tapsigargina leva a morte dessas células, o que pode ser observado pela inducéo
da expressao de Caspase-3 ativada (Figura 6). Apos o silenciamento do HNF4a, ob-
servou-se a diminuicdo da expressédo de Caspase-3 nas células tratadas com citoci-
nas, o que foi estatisticamente significativo no tratamento de 16 horas em relagdo ao
controle. No caso do tratamento com tapsigargina, ndo observamos esse efeito bené-

fico com o silenciamento do HNF4a (Figura 6).

Figura 6 — Silenciamento de HNF4a diminui a ativagao de Caspase-3 em células INS-

1E tratadas com citocinas pré-inflamatérias.
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Células INS-1E transfectadas com siRNA controle (siCtrl) ou siRNA HNF4a (siHNF4a) foram
expostas por 16 ou 24 h na auséncia ou presenca de uma combinacgéo de citocinas: 10 U/mL
de IL-1B, 14 U/mL de IFN-y e 100 U/mL de TNF (Cito 16 ou Cito 24) ou 16 h a 1 uyM de
tapsigargina (Tap 16) e utilizadas em ensaios de western blot. A. Figura representativa de 4
experimentos independentes para as proteinas Caspase-3 e a-tubulina. B. Grafico da média
(SEM) dos valores obtidos em 4 experimentos corrigidos pela proteina constitutiva a-tubulina
e normalizados pelo controle, considerado como 1. *p<0,05 contra siCtrl + Cito 16, t-test Stu-
dent pareado.



43

5.4 Silenciamento de HNF4a reduz ativacao de proteinas do estresse de RE em cé-

lulas INS-1E expostas a citocinas e tapsigarina

O tratamento com citocinas pro-inflamatorias induziu o aumento da expresséo de
p-elF2a, o que foi parcialmente prevenido pelo silenciamento de HNF4a no tratamento
de 24 h, ainda que nao estatisticamente significante (Figura 7). O tratamento com
tapsigargina, como esperado, leva a um aumento na expressao de p-elF2a, o que

também é parcialmente prevenido pelo silenciamento de HNF4a (Figura 7).

Figura 7 — Silenciamento de HNF4a diminui a expressao de p-elF2a em células INS-

1E tratadas com tapsigargina.
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Células INS-1E transfectadas com siRNA controle (siCtrl) ou siRNA HNF4a (siHNF4a) foram
expostas por 16 ou 24 h na auséncia ou presenca de uma combinacgéo de citocinas: 10 U/mL
de IL-1B, 14 U/mL de IFN-y e 100 U/mL de TNF (Cito 16 ou Cito 24) ou 16 h a 1 uM de
tapsigargina (Tap 16) e utilizadas em ensaios de western blot. A. Figura representativa de 4
experimentos independentes para as proteinas p-elF2a e a-tubulina. B. Grafico da média
(SEM) dos valores obtidos em 4 experimentos corrigidos pela proteina constitutiva a-tubulina
e normalizados pelo controle, considerado como 1. *p<0,05 contra siCtrl + Tap 16, t-test Stu-
dent pareado.

O tratamento com tapsigargina aumenta a expressao de p-IRE1 em células INS-
1E, como esperado, porém, o silenciamento de HNF4a previne parcialmente essa in-
ducéo (Figura 8). Estranhamente, o tratamento dessas células com citocinas pro-in-

flamatorias ndo induziu um aumento da fosforilacdo dessa proteina (Figura 8).
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Figura 8 — Silenciamento de HNF4a diminui a expressao de p-IRE1 em células INS-

1E tratadas com tapsigargina.
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Células INS-1E transfectadas com siRNA controle (siCtrl) ou siRNA HNF4a (siHNF4a) foram
expostas por 16 ou 24 h na auséncia ou presenca de uma combinacgéo de citocinas: 10 U/mL
de IL-1B, 14 U/mL de IFN-y e 100 U/mL de TNF (Cito 16 ou Cito 24) ou 16 h a 1 uM de
tapsigargina (Tap 16) e utilizadas em ensaios de western blot. A. Figura representativa de 4
experimentos independentes para as proteinas p-IRE1 e GAPDH. B. Grafico da média (SEM)
dos valores obtidos em 4 experimentos corrigidos pela proteina constitutiva GAPDH e norma-
lizados pelo controle, considerado como 1. *p<0,05 contra siCtrl + Tap 16, t-test Student pa-
reado.

O tratamento de células INS-1E com tapsigargina aumentou, conforme esperado,
a expressao de XBP1s (Figura 9). O tratamento com citocinas pré-inflamatérias apre-
senta uma tendéncia ao aumento da expressao de XBP1s. O silenciamento de HNF4a
reduziu em condi¢des basais a expressao de XBP1s (Figura 9). Uma tendéncia para
essa reducdo também pode ser observada nas células com HNF4a silenciado nos
tratamentos com citocinas e tapsigargina quando comparadas ao controle, porém

essa diminui¢cdo ndo é apresenta diferenca estatistica (Figura 9).
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Figura 9 — Silenciamento de HNF4a diminui a expressdo de XBP1s em células INS-

1E.
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Células INS-1E transfectadas com siRNA controle (siCtrl) ou siRNA HNF4a (siHNF4a) foram
expostas por 16 ou 24 h na auséncia ou presenca de uma combinacéo de citocinas: 10 U/mL
de IL-1B, 14 U/mL de IFN-y e 100 U/mL de TNF (Cito 16 ou Cito 24) ou 16 h a 1 uM de
tapsigargina (Tap 16) e utilizadas em ensaios de western blot. A. Figura representativa de 4
experimentos independentes para as proteinas XBP1s e GAPDH. B. Grafico da média (SEM)
dos valores obtidos em 4 experimentos corrigidos pela proteina constitutiva GAPDH e norma-
lizados pelo controle, considerado como 1. *p<0,05 contra siCrtl, t-test Student pareado.

5.5 Animais HNF4a knockout apresentam menor toleréncia a glicose

Os camundongos knockout (InsCRE.HNF4a'©xP1oxP) apresentaram menor toleran-
cia a glicose nos tempos iniciais do GTT, pois o0s niveis glicémicos foram superiores
em relacdo aos camundongos Controle. Nos tempos seguintes, o controle glicémico
dos camundongos knockout foi recuperado, assemelhando-se aos animais Controle
(Figura 10).
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Figura 10 — Camundongos InsCRE.HNF4a'oP/1oxP gapresentam menor tolerancia a gli-

cose.
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Niveis de glicose sanguinea avaliados antes (tempo 0) e ap0s a administragdo intraperitoneal
de 1,25 g/kg de solugéo de glicose (tempos 15, 30, 60 e 120 minutos) em camundongos em
jejum por 10 a 12 h. O grafico a esquerda representa a média (SEM) dos valores de glicose
sanguinea obtida em 4 camundongos Controle (linha continua) e 6 camundongos Ins-
CRE.HNF4d" oo (linha tracejada). O grafico no canto superior direito mostra a area sob a
curva (AUC) das curvas obtidas. t-test Student ndo-pareado. UA — Unidades Arbitrarias.

5.6 llhotas de animais HNF4a knockout apresentam redug¢do na imunomarcagdo para

insulina

A indugdo do knockout nas ilhotas dos camundongos INsSCRE.HNF4q/oP/1oxP foj
eficiente para uma importante reducdo da expresséo proteica nuclear (setas amare-
las) do HNF4a comparado com os animais Controle (Figura 11). As ilhotas dos ani-
mais HNF4a knockout apresentaram significativa reducdo da imunomarcacao para
Insulina (Figura 12A e 12B), porém ndao foi observado altera¢gdes na imunomarcacgéo
para Glucagon nessas ilhotas quando comparados aos animais Controle (Figura 12A
e 12C). A circularidade é um parametro que avalia a formato e, por consequéncia, a
maturidade das ilhotas pancreatica (HARA et al., 2006; MILLER et al., 2009). Valores
préximos a 1,0 indicam o formato de um circulo perfeito, em contrapartida, valores
proximos a 0,0 indicam aumento de formato alongado (FERREIRA et al., 2012). Em
relacdo a circularidade, ndo houveram diferencas estatisticas na avaliacao das ilhotas

pancreaticas dos animais HNF4a knockout em relacdo aos animais Controle (Figura
12D).
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Figura 11 — Imunomarcacao nuclear de HNF4a das ilhotas dos camundongos Con-

trole e camundongos InsCRE.HNF4q/oxP/loxP,
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Apés fixagao e inclusdo em parafina, o tecido foi cortado (5,0 um) e os cortes foram imuno-
marcados para HNF4a. A imunomarcacéo foi revelada por DAB e peroxido de hidrogénio. A.
Figuras representativas das marcac¢des nucleares nos diferentes grupos. Setas amarelas in-
dicam alguns ndcleos marcados. B. O gréfico representa a média (SEM) da quantificacdo das
marcacdes nucleares positivas para HNF4a em relacao ao total de nicleos da ilhota (% da
nucleos marcados) obtidas de 5 camundongos Controle (Ctrl) e 5 camundongos Ins-
CRE.HNF4qloxPlox? "+n<(0,05 contra Ctrl, t-test Student ndo-pareado.
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Figura 12 — Imunomarcacao de Insulina e Glucagon e Circularidade das ilhotas dos

camundongos Controle e camundongos InsCRE.HNF4q'oxP/loxP,
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Apos fixagao e inclusdo em parafina, o tecido foi cortado (5,0 um) e os cortes foram imuno-
marcados para Insulina e Glucagon. A imunomarcacao foi revelada por DAB e peroxido de
hidrogénio. A. Figuras representativas das marcages nos diferentes grupos. Os graficos re-
presentam a média (SEM) das quantificacdes das marcacdes para Insulina (B) ou Glucagon
(C) em relacao a area da ilhota (% da &rea da ilhota marcada), além da Circularidade (D) das
ilhotas pancreéticas obtidas de 5 camundongos Controle (Ctrl) e 5 camundongos Ins-
CRE.HNF4q'oP1oP *p<0,05 contra Ctrl, t-test Student ndo-pareado. UA — Unidades Arbitra-
rias.

5.7 HNF4a é importante para indugdo de apoptose por citocinas pro-inflamatorias em

ilhotas de animais knockout

A inducdo do knockout do HNF4a nos animais InsCRE.HNF4a'>P1o® reduziu a
expressao proteica do HNF4a nas ilhotas pancreéticas desses animais (Figura 13A).
Porém, como o knockout induzido pelo tamoxifeno ocorre especificamente em células
B, a expressdo de HNF4a observada mesmo apds a indugado pode ser proveniente
dos outros tipos celulares que compde a ilhota pancreética. O tratamento das ilhotas
pancreéticas com citocinas pro-inflamatérias induziu a morte celular pelo aumento da
ativacdo da Caspase-3 (Figura 13B). Esse efeito parece ter sido reduzido nos animais
knockout para HNF4a. Em relacéo ao tratamento com tapsigargina, ndo foi possivel

avaliar efeito benéfico contra a morte celular pelo knockout do HNF4a (Figura 13B).

Figura 13 - llhotas de animais HNF4a knockout tratadas com citocinas pro-inflamato-

rias apresentaram menor ativacdo de Caspase-3.
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llhotas de camundongos Controle (Ctrl) e camundongos knockout (InsCRE.HNF4q'°xP/0xP) fo-
ram cultivadas por 24 h na auséncia (Ctrl) ou presenca de uma combinacao de citocinas: 10
U/mL de IL-18, 14 U/mL de IFN-y e 100 U/mL de TNF (Cito) e utilizadas em ensaios de western
blot. Os gréficos representam a média (SEM) dos valores obtidos para HNF4a (A) e Caspase-
3 (B) nas ilhotas de 6 camundongos Controle e 6 camundongos InsCRE.HNF4q!o/loxP
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corrigidos pela proteina constitutiva GAPDH ou a-tubulina e normalizados pelo controle con-
siderado como 1. t-test Student ndo-pareado. UA — Unidades Arbitrérias.
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6 DISCUSSAO

O tratamento com siRNA HNF4a reduziu em aproximadamente 50% a expresséao
do mRNA HNF4a nas células INS-1E, o que diminuiu a expresséo de Caspase-3 ati-
vada frente a exposicéo a citocinas pro-inflamatorias. Efeito semelhante pode também
ser observado nas ilhotas pancreaticas dos animais knockout para HNF4a, as quais
demonstram uma tendéncia a prote¢do contra morte por apoptose apds exposi¢do a
citocinas proé-inflamatorias. A expresséo de p-elF2a e XBP1s foi parcialmente preve-
nida pela reducédo da expressao do mRNA HNF4a nas células INS-1E expostas as
citocinas pré-inflamatérias em relacéo ao controle, ainda que nao estatisticamente sig-
nificante. O silenciamento de HNF4a também preveniu parcialmente a indug¢ao de p-
elF2a e p-IRE1 nas células INS-1E expostas a tapsigargina, um potente indutor do
estresse de RE. Esses resultados mostram que a presenga de HNF4a parece ser
importante para indugao da morte das células B frente a citocinas pro-inflamatorias e
ao estresse de RE.

As citocinas pré-inflamatérias induzem a morte das células B através da ativagéo
de genes e vias pro-apoptoéticas dentre as quais estdo a via do Nuclear factor kappa
B (NF-kB) em rato (EIZIRIK et al., 2001, 2009; ORTIS et al., 2006, 2008, 2012) e do
c-JUN N-terminal kinase (JNK) em camundongos e humanos (BROZZI et al., 2015).
Em ratos, a ativagao do NF-kB induzem a expresséo da enzima Inducible nitric oxide
synthase (iNOS) que produz Oxido nitrico (NO), o qual reduz a expressédo do mRNA
e o funcionamento das Sarco/endoplasmic reticulum Ca?* pump 2 (SERCA2b) uma
ATPase presente na membrana do RE responsavel pelo transporte do calcio
(CARDOZO et al., 2005; TONG et al, 2015). A deplecéo do célcio no interior do RE ir4
induzir o estresse de RE pela importante fungcéo desse ion no dobramento e secrecéo
das vesiculas de transporte contendo proteinas (EIZIRIK et al., 2013; MEYEROVICH
et al., 2016).

Em camundongos e humanos, a ativacdo da JNK induz a expressao da proteina
DP5 que bloqueia genes pro-sobrevivéncia como o B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) e o In-
duced myeloid leukemia cell differentiation protein (MCL1) e ativam genes pré-apop-
toticos como o Bcl-2-associated X protein (BAX). Esse processo culmina na formagéo
de poros na membrana mitocondrial causando a liberacdo de Citocromo C para o ci-
toplasma, ativando a via mitocondrial ou intrinseca da apoptose. Além disso, a inducéo

do estresse de RE ocorre por vias parcialmente dependentes e independentes da
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producdo de NO e do bloqueio da bomba SERCA2b em camundongos e humanos,
respectivamente. Dessa forma, a reducédo do calcio no interior do RE em humanos
ocorre através de mecanismos ainda ndo conhecidos (BROZZI et al., 2015).

Durante o estresse de RE, o elF2a é fosforilado e consequentemente inativado
visando a recuperacao da homeostase do RE, porém a inibigdo prolongada de elF2a
induz a expressdo de CHOP, um fator de transcricdo que ativa genes relacionados a
apoptose (WALTER & RON, 2011). Observamos aqui que o silenciamento do HNF4a
diminui a expresséao de p-elF2a em células INS-1E, o que pode estar relacionado com
a diminuicdo da apoptose (reducao da expressdo de Caspase-3 ativada) dessas cé-
lulas expostas as citocinas pré-inflamatérias. Boyce e colaboradores demonstraram
gue o salubrinal, um seletivo e potente bloqueador da desfosforilagcdo de elF2a é ca-
paz de proteger células de tumor de medula adrenal de rato contra a morte celular
(BOYCE et al., 2005). Cnop e colaboradores avaliaram se esse efeito protetor produ-
zido pelo salubrinal poderia também ocorrer em células B tratadas com palmitato, um
potente indutor de estresse de RE nessas células. Foi observado que, as células tra-
tadas com palmitato e salubrinal apresentaram uma maior ativacdo de CHOP e, por
consequéncia, maior inducéo de morte celular. Dessa forma, a inibicdo especifica pro-
longada da desfosforilacdo de p-elF2a também induz a ativagao de CHOP e a trans-
cricdo de NF-kB, potencializando a disfungdo e morte das células B (CNOP et al.,
2007). Esse resultado vai de encontro aos resultados observados aqui, pois a reducao
da expresséo de p-elF2a produzido pelo silenciamento do HNF4a, melhorou a viabili-
dade das células INS-1E.

Observamos um efeito protetor do silenciamento de HNF4a nas células INS-1E
contra o estresse de RE nos tratamentos com tapsigargina, assim como uma tendén-
cia de prevencgdo para o tratamento com citocinas pro-inflamatorias, observado pela
reducdo da expressao de p-elF2a, IRE1 e XBP1s. Porém, em relacdo a reducdo da
ativacdo da Caspase-3, observamos que o silenciamento do HNF4a protegeu as cé-
lulas INS-1E expostas a citocinas pro-inflamatorias, mas néo células tratadas com ta-
psigargina. O mesmo resultados foi observado nas ilhotas dos animais knockout, nas
quais observou-se uma tendéncia a redugéo da ativacédo da Caspase-3 nessas ilhotas
guando expostas a citocinas pré-inflamatérias, porém nao nos tratamentos com tapsi-
gargina. Sato e colaboradores demonstraram que em células B, o HNF4a influencia
na susceptibilidade dessas células ao estresse de RE, pois atua no promotor do gene

da Ankyrin repeat and sterile a motif domain containing 4b (Anks4b). A Anks4b é uma
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proteina que se localiza no RE e se liga a chaperona BiP, inativando-a. Além disso,
foi demonstrado que o knockdown da expressdo de Anks4b melhora a viabilidade das
células B durante o estresse de RE, induzido por tapsigargina, reduzindo drastica-
mente a expressao de CHOP, um dos principais indutores da apoptose (SATO et al.,
2012). Vale lembrar que a tapsigargina é um potente e irreversivel indutor do estresse
de RE por inibir a bomba SERCA2b (TREIMAN et al., 1998). Deste modo, essa falha
em proteger as ceélulas B observada nos nossos resultados poderia ser devido ao es-
tresse de RE provocado pelo tratamento com tapsigargina ser tdo intenso que exige
um silenciamento mais expressivo de HNF4a, o qual aqui foi de apenas 50%, en-
guanto Sato e colaboradores, utilizando-se de siRNA obtiveram silenciamento da ex-
pressao de HNF4a em cerca de 80% (SATO et al., 2012).

A diminuigdo da expressado de HNF4a nas células INS-1E causou a diminui¢ao da
expressao de XBP1s em condi¢des basais quando comparadas ao controle. A expres-
sao desse fator de transcricdo € induzida por p-IRE1 e constitui uma das vias ativadas
durante a UPR, importante na regulacdo da transcricdo de genes envolvidos no do-
bramento e maturacao de proteinas e de chaperonas (WALTER & RON, 2011). Em
varios tecidos secretores, como estdmago e intestino, o HNF4a atua como indutor da
transcricdo de XBP1s (BOYD et al., 2009). Em células 3, Moore e colaboradores de-
monstraram que, a redugao da expressao de HNF4a por siRNA em células INS-1E, a
mesma linhagem utilizada no nosso trabalho, causou a reducdo de XBP1s quando
comparadas as células controle (MOORE et al., 2016b). Isso € condizente com a ten-
déncia que observamos aqui, porém o silenciamento de HNF4a néao foi capaz de pre-
venir totalmente a inducdo de XBP1s em células INS-1E tratadas com citocinas pro-
inflamatdrias ou tapsigargina, provavelmente devido ao silenciamento obtido ter sido
de aproximadamente 50%, o que pode ser suficiente para a expressao parcial de
XBP1s.

A intolerancia a glicose observada nos camundongos HNF4a knockout, associada
a reducao da presenca de células positivas para insulina, em suas ilhotas, reforca a
importancia da presenca do HNF4a para a manutengado da fungcédo da célula B em
condicdes fisioldgicas, conforme descrito na literatura (GUPTA et al., 2005, 2007).
Sabe-se que para o funcionamento adequado das células 3 € necessaria uma expres-
sao basal de XBP1s mais alta do que em outros tipos celulares. Alguns autores des-
crevem essa expressao basal de XBP1s como uma manuteng¢ao de um “estresse de

RE basal” para que essas células estejam prontas a responder eficientemente as
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variacfes de glicose sanguinea (OSLOWSKI & URANO, 2011; MEYEROVICH et al.,
2016). Além disso, foi demonstrado que a reducao da expressdo do HNF4a causa a
diminuicdo da expressao de genes relacionados a secregéo da insulina na célula 3,
como os genes das subunidades Kir6.2 dos canais Katp e pela reducdo da expresséo
das bombas SERCAZ2b importantes para o metabolismo de céalcio conforme descrito
anteriormente (MOORE et al., 2016b). Nesse processo, a glicose é captada pelas cé-
lulas B e sua metabolizacdo aumenta a concentracdo intracelular de ATP. Isso faz
com que os canais de potassio sejam fechados estimulando a despolarizacdo da
membrana plasmatica que abre os canais de célcio dependentes de voltagem permi-
tindo a entrada do calcio, importante para a secrecao das vesiculas contendo a insu-
lina. Uma alteracdo nas subunidades do canal de potassio impede essa despolariza-
cdo alterando a secregdo de insulina (RODER et al., 2016).

Miura e colaboradores, avaliaram os efeitos do knockout de HNF4a em ilhotas de
camundongos InsCre.HNF4a'>"1oxP 'mesma linhagem utilizada nesse trabalho. Foi
observado que a auséncia do HNF4a causou a reducéo da secrecédo de insulina esti-
mulada pela glicose e da resposta intracelular de céalcio devido a altera¢des no funci-
onamento dos Katp. Porém, comparando a glicemia dos animais knockout em relacéo
aos animais controle ndo houve diferenca estatistica entre os grupos, semelhante ao
observado nos nossos resultados. Nesse contexto, 0s autores propuseram um possi-
vel mecanismo de compensacao na secrecdo de insulina, o qual permanece desco-
nhecido (MIURA et al., 2006). Vethe e colaboradores avaliaram os efeitos de muta-
cOes do gene HNF4a no desenvolvimento de uma linhagem de células produtoras de
insulina derivadas de células tronco pluripotentes humanas. Foi observado que a mu-
tacdo ndo preveniu o desenvolvimento dessas células produtoras de insulina in vitro,
bem como, essas células expressaram normalmente genes relacionados a producao
de insulina como os genes INS, o NK homeobox 6.1 (NKX6.1) e o Glucose transporter
2 (GLUT2) e o Urocortin-3 (UCN3). Porém ao serem comparadas com células 8 hu-
manas, em relacdo ao processamento e secrecao da insulina, essas células apresen-
tavam padrao imaturo devido a baixa expressao de genes como o Proprotein conver-
tase 1 (PCSK1), importante durante a biossintese da insulina (STIIJNEN et al., 2016).
Além disso, a auséncia de HNF4a nessas células fez com que a secrecao de insulina,
se tornasse nédo controlada, ndo respondendo de forma correta as concentracdes de
glicose (VETHE et al., 2017).
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A reducao da marcacao de insulina nas ilhotas dos animais knockout além de de-
monstrar a importancia da expressdao do HNF4a para a fungao das células B pode
sugerir uma reducao da populacédo dessas células ou uma perda do seu estado dife-
renciado. A presenca do HNF4a esta relacionada com a manutengao do estado dife-
renciado de células e da arquitetura de diversos tecidos secretores pela interagdo com
juncdes intracelulares e com mecanismos de proliferacdo (BABEU & BOUDREAU,
2014). Estudos demonstraram que a deficiéncia na secrec¢éo de insulina ou danos as
células B faz com que as células a, produtoras de glucagon, passem a sinalizar esti-
mulos de regeneracao para as células 3. Além disso, de acordo com a extensao do
dano a populagao de células B, essas células a podem sofrer processo de dediferen-
ciacdo (RUSS et al., 2008, 2009, 2011; HABENER & STANOJEVIC, 2012). Devido a
maior predominancia de células 3, bem como sua importancia para a fisiologia da
ilhota pancreatica, a populacdo e o estado de maturacéo das células B sdo responsa-
veis pela manutencéo da arquitetura das ilhotas (BADER et al., 2016; ROSCIONI et
al., 2016). A circularidade € um parametro morfolégico que permite avaliar uma pos-
sivel desorganizagéo estrutural das ilhotas, bem como o estado de maturacdo das
mesmas, pois ilhotas recém-formadas tendem a se apresentar com a morfologia vari-
ada enquanto ilhotas maduras possuem formato circular (HARA et al., 2006; MILLER
et al., 2009). Nossos resultados ndo mostraram alteracdes na circularidade das ilhotas
knockout em relacao as ilhotas controles, demonstrando que, no periodo entre a in-
ducdo do knockout até a execucdo dos experimentos (14 dias) ndo foi observado a
destruicdo nem a formacao de novas ilhotas.

E interessante notar que, apesar de seu papel importante na funcdo e manutengéo
da homeostase do RE em condicdes fisioldgicas, nossos resultados mostram que a
auséncia de HNF4a parece proteger as células 3 e as ilhotas pancreaticas contra a
acao de citocinas pro-inflamatorias, indicando um possivel papel deletério dessa pro-
teina em situacdo pro-inflamatéria. Recentemente, a importancia da expressao do
HNF4a para a manutengao do fenétipo das células B foi demonstrado por Sangan e
colaboradores, no qual a inducéo da expressao ectépica de HNF4a utilizando-se de
adenovirus em células aTC1-9, uma linhagem de células a, reduziu a expresséo de
glucagon e induziu a producgao de insulina quando comparada a células aTC1-9 con-
trole. Dessa forma, foi demonstrado que essas células a teriam passado por um pro-
cesso de transdiferenciacdo causado pela indugcdo de HNF4a que as reprogramou

para o fenétipo de células B (SANGAN et al., 2015). Dados obtidos por nosso grupo



56

(ndo mostrados aqui) mostraram que a reducao da expressao de HNF4a utilizando-
se de siRNA em células B de linhagem humana EndoC-BH1 reduziu a expressao de
varios genes envolvidos na manutencéo do estado diferenciado de células 3, como o
PDX1, o NK homeobox 2 (NKX2) e o Musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene ho-
molog A (MafA) (RAUM et al., 2006; NISHIMURA et al., 2009), além da diminuicdo da
expressao de genes relacionados as subunidades Kir6.2 dos canais Kartp, importantes
para a secrecéo de insulina (RODER et al., 2016). Além disso, houve uma diminuigéo
de marcadores de proliferacdo celular como Ki-67 e aumento da expresséo de Neu-
rogenin-3 (NGN3) e Sex-determining region Y box 9 (SOX9), comumente expresso
em células precursoras das células a, B e & (ARNES et al., 2012), indicando uma
possivel dediferenciacdo das células B na auséncia do HNF4a. Além disso, essas cé-
lulas B passaram a expressar mMRNA do glucagon (dados n&o publicados).

Dessa forma, sugerimos que a diminuicdo da morte por apoptose e do estresse
de RE induzidos pelas citocinas pro-inflamatorias e tapsigargina nas células INS-1E
com o silenciamento de HNF4a também poderiam estar relacionadas a uma dedife-
renciacdo das células 3 provocada pela reducado da expressdo de HNF4a e nio por
uma acao direta dessa proteina em vias pré-apoptoticas. De algum modo, essas cé-
lulas poderiam ter deixado de ser sensiveis a estes estimulos e ndo respondem da

mesma forma que uma célula 8 normal.
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7 CONCLUSAO

A expressao de HNF4a é importante para morte da célula 8 induzida por citocinas
pro-inflamatérias. Esses efeitos parecem estar relacionados com modulagéo das pro-
teinas do estresse de RE, porém outros fatores como inducao da dediferenciacao po-
deriam estar envolvidos alterando a resposta esperada das células 8 frente as citoci-
nas pro-inflamatorias. Apesar disso, confirmamos que a presenca de HNF4a nessas
células é importante para a manutencdo da sua fungéo e do seu estado diferenciado
em ilhotas pancreaticas.

Alguns dos principais pontos observados foram: a reducdo da expressao de
HNF4a melhorou a viabilidade das células 3, devido a diminuicdo da expresséao de
Caspase-3 e das proteinas do estresse de RE. O silenciamento da expresséo de
HNF4a nas células INS-1E causou a reducdo da expressao de Caspase-3 frente a
citocinas proé-inflamatoérias por 16 horas e nas ilhotas pancreaticas dos animais
knockout observou-se uma tendéncia a reducao da expresséo de Caspase-3 no tra-
tamento com citocinas pro-inflamatorias por 24 horas. O silenciamento causou tam-
bém a reducdo da expressao das proteinas do estresse de RE p-elF2a e p-IRE1 e
uma tendéncia a reducédo do XBP1s nos tratamentos com tapsigargina por 16 horas.
Além disso, o silenciamento do HNF4a também causou uma tendéncia a redugao da
expressao de p-elF2a e XBP1s nos tratamentos com citocinas pro-inflamatorias por
24 horas.

A expressao de HNF4a é importante para o funcionamento das células 3, pois a
reducdo da expressao desse fator de transcricdo nas células B causou a diminui¢cado
da expressao de XBP1s em condi¢des basais, proteina cuja expressao basal € impor-
tante para a fungao das células 3. Associado a isso, animais HNF4a knockout apre-
sentam tolerancia diminuida a glicose e a ilhotas desses animais apresentaram redu-
cao da marcacéao de insulina por imunohistoquimica.

Dessa forma, a reducao da expresséao de HNF4a melhorou a viabilidade, porém,
a expressao desse fator de transcricdo é importante para o funcionamento das células
B. Sendo assim, sugere-se que esses efeitos podem estar relacionados a perda do
estado diferenciado das células 3, fazendo com que essas células parem de respon-
der a esses estimulos da mesma forma que se era esperado de uma célula 3 normal.

Para a melhor investigacéo da correlagdo da expressdao do HNF4a com a diferen-

ciacao das células 3, seria necessario investigar a expressao de genes relacionados
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ao estado diferenciado de células B em linhagem celular com silenciamento do HNF4a
e nas ilhotas de camundongos knockout. Além disso, seria hecessario aumentar o
namero de experimentos no GTT, com células as INS-1E e com as ilhotas knockout
expostas a citocinas pré-inflamatorias e a tapsigargina, pois, estatisticamente falando,
alguns resultados apresentados aqui demonstraram tendéncia a reducédo e/ou au-

mento.
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ANEXO 1
Protocolo de Imunohistoquimica para Insulina e Glucagon

Laboratério de Estudo dos Mecanismos de Morte de Células Beta - LEMMCf

Desparafinizacao
e Xilol I (30 minutos);
e Xilol Il (30 minutos).

Hidratacéo

e Alcool 100% | (20 minutos);
e Alcool 100% Il (20 minutos);
e Alcool 95% (15 minutos);

e Alcool 70% (5 minutos);

Devem estar no volume maximo da
jarra de Coplin para que todo o xilol

seja removido.

e Agua destilada (5 minutos);
e PBS 1x + Tween 20 0,03% pH 7,32 (5 minutos);
o Preparo: para 100 mL de PBS 1x, usar 300 puL de Tween 20.

Blogueio da Peroxidase Enddgena
e PBS 1x + H20210% (40 minutos — Temperatura ambiente);

o Preparo: para 100 mL de PBS 1x, usar 33,3 mL de H202 (uso Unico);
e PBS 1x + Tween 20 0,03% pH 7,32 (5 minutos — 3 vezes).

Recuperacédo Antigénica

e Tampao Citrato de sédio 10 mM pH 6,02 + Tween 20 0,3% (30 minutos — Vapo-
reira);
o Preparo: para 200 mL de Tampéo Citrato de sédio, usar 600 pL de Tween 20.

Usar 29,2 g de Citrato de sodio para 1 L de Agua destilada;

e Esfriar (15 minutos — Temperatura ambiente);

e PBS 1x + Tween 20 0,3% pH 7,32 (5 minutos — 3 vezes);
o Preparo: para 100 mL de PBS 1x, usar 30 pL de Tween 20.

Blogueio dos Sitios Antigénicos Inespecificos
e Circundar os cortes com caneta hidrofobica para histologia;
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PBS 1x + BSA 5% + Soro normal de cabra 1:1 (1 hora — Camara umida — Tempe-

ratura ambiente).

Incubacado do Anticorpo Primario

Escorrer os cortes;
Anticorpo anti-insulina (diluicdo 1:500) e anti-glucagon (diluicdo 1:350) (Overnight

— Cémara umida — 4°C).

Incubacdo em Anticorpo Secundario

PBS 1x + Tween 20 0,3% pH 7,32 (5 minutos — 3 vezes).

Anticorpo secundario (diluicdo 1:200) + PBS 1x + BSA 5% (2:30 horas — Camara
Uumida — Temperatura ambiente);

PBS 1x + Tween 20 0,3% pH 7,32 (5 minutos — 3 vezes).

Revelacao

DAB (aproximadamente 4 minutos depois do primeiro corte). Atencéo: reagente

cancerigeno, utilizar luvas e descartar o material em hipoclorito;

o Preparo: para 4,5 mL de PBS 1x, usar 0,5 mL de DAB e 4 pL de H202. Aten-
cdo: calcular a quantidade de DAB de acordo com o numero de laminas. A
guantidade de H202 ndo muda, pois € calculada em relacdo ao anticorpo se-
cundério;

Agua destilada (5 minutos — 3 vezes).

Contra-coloracao

Hematoxilina de Mayer (1 minuto);

Agua destilada (10 minutos — 3 vezes).

Desidratacéo

Alcool 95% (5 minutos);
Alcool 100% | (10 minutos);
Alcool 100% Il (10 minutos);
Alcool/xilol 1:1 (10 minutos);
Xilol I (10 minutos);

Xilol Il (10 minutos).



Montagem

e Goma de Damar: gotejar na laminula e colocar sobre os cortes.
e Retirar as bolhas;

e Secagem em capela (24 horas).
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