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RESUMO 

 

DI STEFANO, A. G. O papel do HNF4α na morte das células beta pancreáticas 

induzida por citocinas pró-inflamatórias. 2019. 69f. Dissertação (Mestrado em Bi-

ologia Celular e Tecidual) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São 

Paulo, São Paulo, 2019. 

 

O diabetes mellitus tipo 1 (DM1) é uma doença autoimune que causa a disfunção e a 

destruição das células β pancreáticas, produtoras de insulina, ao induzir vias pró-apo-

ptóticas, como o estresse de retículo endoplasmático (RE), devido a exposição dessas 

células à citocinas pró-inflamatórias. O Mature-onset diabetes of the youth type 1 

(MODY1) é um tipo de DM causado por mutações no gene Hepatocyte nuclear factor 

4 alpha (HNF4α), levando a deficiência na secreção de insulina. Além de outras diver-

sas funções na diferenciação e da sobrevivência das células β, esse gene também é 

importante para a manutenção da homeostase do RE, sugerindo que o papel do 

HNF4α na regulação da secreção de insulina poderia estar relacionado a viabilidade 

das células β frente a exposição à citocinas pró-inflamatórias. Sendo assim, o estudo 

visou avaliar o papel desse gene na disfunção e morte de células β após exposição 

destas às citocinas pró-inflamatórias. Foi realizado o silenciamento do HNF4α em cé-

lulas de insulinoma de rato (INS-1E) com siRNA seguido de tratamento com citocinas 

pró-inflamatórias (IL-1β + IFN-γ + TNF) ou tapsigargina (indutor de estresse de RE) 

para avaliação da ativação da Caspase-3 e das proteínas de estresse de RE (p-eIF2α, 

p-IRE1 e XBP1s) por western blot. Para avaliar o efeito do HNF4α no metabolismo da 

glicose, foi realizado o Teste de Tolerância a Glicose (GTT) em camundongos da li-

nhagem InsCRE.HNF4αloxP/loxP, após a indução do knockout. Em seguida, foi avaliado 

por western blot a expressão de Caspase-3 nas ilhotas dos camundongos knockout 

após exposição aos mesmos tratamentos que as células INS-1E. Também foi avaliada 

a expressão de insulina e glucagon nessas ilhotas através de imunohistoquímica. A 

redução da expressão do HNF4α protegeu contra morte por apoptose, pois diminui a 

expressão de Caspase-3 ativada nas células INS-1E e nas ilhotas knockout. Além 

disso, houve a redução da expressão das proteínas relacionadas ao estresse de RE 

nas células INS-1E. Animais HNF4α knockout apresentam tolerância diminuída a gli-

cose. As ilhotas knockout apresentaram significativa redução na marcação de insulina. 

Como um todo, esses resultados mostram que o HNF4α parece ter uma participação 
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deletéria em células β expostas à citocinas pró-inflamatórias, porém exerce um impor-

tante papel na função fisiológica dessas células. Frente a esses resultados, sugere-

se um importante papel do HNF4α na manutenção do estado diferenciado das células 

β, pois, devido à perda desse estado diferenciado, pela redução da expressão desse 

fator de transcrição, essas células param de responder às citocinas pró-inflamatórias 

como esperado de uma célula β normal. Sendo assim, um melhor entendimento das 

vias reguladas pelo HNF4α em células β é de extrema importância para o desenvolvi-

mento de terapias de prevenção da função e viabilidade dessas células. 

 

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

cyte nuclear factor 4 alpha. 
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ABSTRACT 

 

DI STEFANO, A. G. Hole of HNF4α in cell death of pancreatic beta cell induced 

by proinflammatory cytokines. 2019. 69p. Dissertation (Master’s thesis in Celular 

and Tissue Biology) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, 

São Paulo, 2019. 

 

Type 1 diabetes mellitus (DM1) is an autoimmune disease that causes dysfunction and 

destruction of insulin-producing pancreatic β 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 (HNF4α) gene, leading to deficiency 

in insulin secretion. Besides several other functions in the differentiation and survival 

of β cells, this gene is also important for the maintenance of ER homeostasis, suggest-

ing that the role of HNF4α regulating insulin secretion could be related to β cell viability 

exposed to proinflammatory cytokines. Thus, this study aimed to evaluate the role of 

this gene in dysfunction and death of β cells after exposure to proinflammatory cyto-

kines. The expression of HNF4α was reduced in rat insulinoma cells (INS-1E) with 

siRNA followed by treatment with proinflammatory cytokines (IL-1β + IFN-γ + TNF) or 

thapsigargin (ER stress inducer) to evaluate activation of Caspase-3 and expression 

of ER stress proteins (p-eIF2α, p-IRE1 and XBP1s) by western blot. To evaluate the 

effect of HNF4α on glucose metabolism, the Glucose Tolerance Test (GTT) was per-

formed on InsCRE.HNF4αloxP / loxP mice 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 HNF4α 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 HNF4α knockout exhibit decreased glucose tolerance. 

Knockout islets showed significant reduction in insulin labeling. Overall, these results 

show that HNF4α appears to have a deleterious effect on β 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 HNF4α in maintaining the dif-

ferentiated state of β cells, because, due to the loss of this differentiated state, by 
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reducing the expression of this transcription factor, these cells stop responding to pro-

inflammatory cytokines as expected from a normal β cell. Thus, a better understanding 

of the pathways regulated by HNF4α in β 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  INTRODUÇÃO 

 

O diabetes mellitus (DM) é uma doença metabólica considerada uma das maiores 

emergências em saúde pública no Brasil e no mundo, devido ao aumento do número 

de casos ao longo dos anos e pelos efeitos provocados no organismo em longo prazo, 

principalmente nos casos não diagnosticados ou corretamente tratados (IDF, 2018).  

Existem diferentes tipos de DM que são classificados pela etiologia e pela forma 

de como a doença se desenvolve no organismo. O diabetes mellitus do tipo 1 (DM1) 

é caracterizado por um ataque autoimune específico às células β pancreáticas, pro-

dutoras do hormônio insulina, responsável pelo metabolismo da glicose no organismo. 

Esse ataque autoimune ocorre pela ação de células do sistema imune, as quais pro-

duzem citocinas pró-inflamatórias que induzem, dentre outros efeitos, a disfunção das 

células β e ativação de diversos mecanismos intracelulares que culminam na indução 

a apoptose (EIZIRIK et al., 2009). 

Durante o processo inflamatório produzido pelas citocinas, um dos principais me-

canismos responsáveis pela indução da morte das células β é o estresse de retículo 

endoplasmático (RE), o qual altera a homeostase do RE prejudicando a função dessas 

células. Frente a isso, diversos mecanismos intracelulares são ativados visando recu-

perar a homeostase do RE, porém, caso a homeostase não seja recuperada, são in-

duzidas as vias responsáveis pela apoptose (OSLOWSKI & URANO, 2011).  

A recuperação da homeostase do RE, nesse contexto, torna-se importante para a 

sobrevivência das células β durante o efeito deletério produzido pelas citocinas pró-

inflamatórias. Dessa forma, a melhor compreensão dos mecanismos relacionados a 

indução da morte e susceptibilidade dessas células ao estresse de RE, bem como 

formas de modulação das vias de recuperação 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 sobrevivência da célula β, a importância do 

fator de transcrição Hepatocyte nuclear factor 4 alpha (HNF4α) para a fisiologia des-

sas células vêm sendo melhor estudado quando se descobriu que mutações no gene 

do HNF4α são responsáveis 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 HNF4α apresenta um importante papel na formação e função de diversos tipos 

de células secretoras no organismo (BABEU & BOUDREAU, 2014; LAU et al., 2018). 

Nas células β, o HNF4α atua em mecanismos intracelulares responsáveis pela 
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diferenciação e sobrevivência celular, assim como na secreção 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 inúmeros 

trabalhos demonstrando a importância do HNF4α para a fisiologia das células β, pouco 

ainda se sabe sobre os mecanismos relacionado a disfunção com os quais esse fator 

de transcrição possa estar envolvido, bem como sua relação com vias pró-apoptóticas 

do estresse de RE.  

Dessa forma, o presente trabalho visa avaliar o efeito da presença ou ausência do 

HNF4α na viabilidade e na susceptibilidade ao estresse de RE frente a exposição das 

células β a citocinas pró-inflamatórias, responsáveis pelo desenvolvimento do DM1.  
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2  REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 O Pâncreas endócrino 

 

O pâncreas é a segunda maior glândula do organismo e se encontra associado 

ao sistema digestório. Possui cerca de 15-18 cm e é divido em três partes principais: 

a cabeça, o corpo e a cauda. No organismo humano, o pâncreas encontra-se na re-

gião retroperitoneal, atrás do estômago, entre o duodeno e o baço. É considerado um 

órgão misto, pois possui a porção exócrina e a porção endócrina. A porção exócrina 

ocupa cerca de 96-99% do volume total do pâncreas e é responsável por produzir e 

liberar secreções relacionadas a digestão no duodeno. A porção endócrina é formada 

principalmente pelas ilhotas de Langerhans, as quais são responsáveis pela produção 

dos principais hormônios relacionados ao metabolismo da glicose (ORCI et al., 1975; 

BRAGANZA, 1994).  

As ilhotas de Langerhans são grupos redondos ou elipsoides de diferentes tipos 

de células, altamente vascularizados que se espalham por todo o pâncreas. O número 

e a distribuição das células que formam as ilhotas diferem de acordo com as espécies. 

Em humanos, as ilhotas são formadas por cerca de 50-60% de células β secretoras 

de insulina, 40-50% de células α secretoras do hormônio glucagon, 10% de células δ 

secretoras de somatostatina e menos que 5% de células PP, secretoras do polipeptí-

dio pancreático. Essas células não obedecem uma arquitetura específica 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 β 

que ocupam o centro das ilhotas circundadas por uma camada das outras células 

endócrinas na periferia como as células α (cerca de 15-20%), células δ (menos de 

5%) e células PP (menos de 1%) (KIM et al., 2009; ABDULREDA et al., 2016).  

Apesar das diferenças citadas entre as espécies, em ilhotas normais, as células β 

sempre são predominantes e desempenham função importante secretando a insulina, 

o hormônio hipoglicemiante do organismo (BRAGANZA, 1994; ABDULREDA et al., 

2016). Devido ao importante papel desse hormônio, alterações no funcionamento das 

células β que prejudiquem a produção da insulina irão causar o desenvolvimento do 

DM (CNOP et al., 2005). 
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2.2 Diabetes mellitus 

 

O DM é uma doença metabólica crônica que provoca alterações fisiológicas no 

metabolismo de carboidratos, lipídeos e proteínas (SACKS et al., 2011). É conside-

rada, a níveis mundiais, umas das maiores emergências do século 21. Em 2017, a 

Federação Internacional de Diabetes (FID) estimou que 1 em cada 11 adultos (425 

milhões de indivíduos) tem diabetes, sendo que aproximadamente 50% destes indiví-

duos não estão diagnosticados. Esses indivíduos correm o risco de desenvolver futu-

ras complicações graves responsáveis pelas altas taxas de morbidade do diabetes 

como doenças renais, retinopatias e alterações circulatórias em membros inferiores 

(SEN & CHAKRABORTY, 2015; TAO et al., 2015; FID, 2018). Estima-se que na Amé-

rica do Sul e Central o número de indivíduos com diabetes aumente em 62% passando 

de 26 milhões em 2017 para 42 milhões em 2045 (FID, 2018). No Brasil, a incidência 

dessa doença tem aumentado ao longo dos anos. Entre 2006 e 2016, o número de 

indivíduos com diabetes aumentou 61,8%, acometendo atualmente cerca de 10 mi-

lhões de brasileiros (OLIVEIRA et al., 2017; FID, 2018).  

Existem diferentes tipos de DM, sendo o DM1 e o diabetes mellitus do tipo 2 (DM2) 

as principais formas estudadas da doença. O DM1 ocorre em indivíduos com predis-

posição genética associada a fatores ambientais ainda pouco conhecidos que indu-

zem um ataque autoimune específico contra as células β pancreáticas, causando sua 

destruição (EIZIRIK et al., 2009; CHRISTOFFERSSON et al., 2016; ALYAFEI et al., 

2018). Durante esse processo inflamatório conhecido como insulite, células do sis-

tema imune (principalmente macrófagos e células T) infiltram as ilhotas pancreáticas 

e produzem citocinas pró-inflamatórias como a Interleucina (IL)-1β, Interferon (IFN)-γ 

e Fator de necrose tumoral (TNF). Essas citocinas, se ligam a receptores específicos 

nas células β e induzem vias intracelulares responsáveis pela disfunção e morte des-

sas células, além de potencializar a resposta autoimune pela secreção de quimiocinas 

e consequente recrutamento de mais células do sistema imune. Esses efeitos deleté-

rios produzidos nas células β estão ligados principalmente à indução do estresse de 

RE e oxidativo (EIZIRIK et al., 2009; MEYEROVICH et al., 2016).  
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2.3 Estresse de retículo endoplasmático 

 

O estresse de RE caracteriza-se pelo acúmulo de proteínas mal enoveladas no 

interior do RE, fenômeno que perturba a homeostase e, por consequência, a função 

dessa organela. Durante o estresse de RE, vários mecanismos são ativados visando 

minimizá-lo como, por exemplo, o estímulo a síntese 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 

é responsável por facilitar o dobramento de proteínas, impedir a agregação destas 

durante o processo de dobramento e mantê-las na conformação correta no interior do 

RE. Em condições fisiológicas, ocorre a ligação da BiP a porção luminal de três pro-

teínas 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 situações de estresse de RE, o acúmulo de proteínas mal enoveladas no inte-

rior do RE causa o recrutamento de BiP visando melhorar o dobramento dessas pro-

teínas. Esse processo faz com que a BiP se desligue dessas proteínas transmembra-

nas, tornando-as ativas (SHIU et al., 1977; LITTLE et al., 1994; LEE, 2005). A ativação 

dessas três proteínas transmembranas dispara vias da chamada UPR que visam à 

recuperação da homeostase induzindo uma diminuição da produção de proteínas em 

geral e um aumento da capacidade do dobramento de proteínas pelo RE (OSLOWSKI 

& URANO, 2011; WALTER & RON, 2011; CHAN et al., 2015). Caso a homeostase 

não seja recuperada, tanto por uma falha como pela prolongada ativação de alguma 

dessas vias, a apoptose será induzida (OSLOWSKI & URANO, 2011). 

Durante o estresse de RE, a ATF6 migra, através de vesículas de transporte, da 

membrana do RE para o complexo de Golgi. No complexo de Golgi, ela é clivada 

próxima a sua porção N-terminal, onde seu principal sítio ativo está, através de pro-

teólise catalisada pelas enzimas Site 1 protease (S1P) e pela Site 2 protease (S2P). 

A ATF6 clivada pode agora migrar para o núcleo e induzir transcrição vários genes 

alvo como da chaperona BiP, que atuarão no RE aumentando a capacidade de do-

bramento de proteínas (Figura 1-A) (NOZAKI et al., 2004; THUERAUF et al., 2007; 

WALTER & RON, 2011). Apesar dessa importância, recentemente foi demonstrado 

que a ativação do ATF6 não é essencial para a indução da maioria dos genes 
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relacionados a UPR em células β, 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 autofosforilação, tornando-se ativa. Uma vez ativada, a PERK 

induz a fosforilação e consequente inibição da subunidade α do fator de iniciação de 

tradução Eucariotic initiation factor 2α (eIF2α) reduzindo assim a tradução de proteí-

nas em geral. Por consequência, haverá uma diminuição da carga de proteínas a se-

rem processadas pelo RE visando amenizar o estresse nessa organela. A fosforilação 

do eIF2α também aumenta a expressão do Activator transcription factor 4 (ATF4) im-

portante para a sobrevivência celular, pois atua na transcrição de genes relacionados 

a produção de chaperonas do RE pela indução do X-box-binding protein 1 (XBP1) 

(WALTER; RON, 2011). Além disso, o ATF4 é responsável por uma resposta antioxi-

dante por fosforilar e, por consequência, ativar o Nuclear factor erythroid 2 p45 subu-

nit-related factor 2 (NFR2) que atua no DNA induzindo a transcrição de genes relaci-

onados a produção de proteínas 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 inibição do eIF2α seja prolongada, haverá a indução de C/EBP-homolo-

gous protein (CHOP), o qual também pode ser ativado pela via da ATF6 e IRE1 e 

induz a expressão de genes que codificam proteínas 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 proteína presente na membrana do RE que possui dupla função, 

de quinase e endoribonuclease. Durante o estresse do RE, a IRE1 oligomeriza e sofre 

autofosforilação, tornando-se ativa. Quando ativada induz, através de sua função de 

endoribonuclease, o splicing alternativo do RNA mensageiro do XBP1 produzindo o 

fator de transcrição X-box-binding protein 1 spliced (XBP1s). O XBP1s, por sua vez, 

induz a transcrição de genes envolvidos na biossíntese lipídica da membrana do RE, 

na produção de chaperonas e na degradação de componentes do RE promovendo a 

maturação, desenvolvimento e manutenção 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.  
 

 
 

Durante o estresse de RE, o recrutamento da BiP pelo acúmulo de proteínas mal enoveladas 
no interior do RE causa a ativação das três proteínas transmembranas presentes no RE 
(ATF6, PERK e IRE1) induzindo vias que possuem como alvo transcrição de genes relacio-
nados a UPR. Essa ativação visa a recuperação da homeostase do RE ao reduzir a síntese 
proteica e aumentar a capacidade dessa organela em dobrar proteínas. Caso uma ou mais 
vias permaneçam ativadas por muito tempo ou a homeostase não seja recuperada, a apop-
tose será induzida (WALTER & RON, 2011). 

 

Além da importância do XBP1s durante o estresse de RE, estudos recentes de-

monstraram que a expressão desse fator de transcrição é importante para a manuten-

ção da função das células β, mesmo na ausência de estresse de RE. Além disso, 

células β e ilhotas de camundongos com deleção de XBP1s apresentaram aumento 

da morte celular devido a potencialização do estresse oxidativo, inflamação e apop-

tose durante condições crônicas de estresse de RE, demonstrando a importância 

desse fator de transcrição para a viabilidade celular (CHAN et al., 2015).    

Apesar dos conhecidos efeitos negativos na viabilidade e função das células β 

causados pelo estresse de RE, estudos recentes demonstraram um papel importante 

de um estado “basal de estresse de RE” para a função dessas células. Dessa forma, 

o estresse de RE basal mantém os mecanismos intracelulares responsáveis pelo con-

trole da produção e secreção de insulina em um “estado de alerta” para uma resposta 
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rápida às variações da glicemia (OSLOWSKI & URANO, 2011; MEYEROVICH et al., 

2016). Apesar disso, no contexto do desenvolvimento do DM1, as citocinas pró-infla-

matórias levam a indução do estresse de RE que ativa vias deletérias em células β, 

levando a sua disfunção 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 importância do estresse de RE para o funcionamento e a viabilidade das 

células β, o melhor entendimento dos mecanismos que regulam a homeostase e a 

disfunção do RE são importantes para conhecer como a modulação dessas vias po-

deria auxiliar na sobrevivência das células β frente a um ataque autoimune, como 

ocorre no DM1, sem que a função dessas células seja prejudicada. Recentemente, 

diversos estudos têm se aprofundado na função do fator de transcrição HNF4α na 

regulação da homeostase do RE e sua importância para a fisiologia das células β 

(SATO et al., 2012; MOORE et al., 2016b, 2016a), principalmente após se descobrir 

que uma alteração genética de herança autossômica no gene HNF4α em humanos é 

o responsável 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 início da maturidade do tipo 1 

 

Em 1974, foi descrito pela primeira vez um tipo de DM, causado por uma herança 

familiar, diagnosticado em indivíduos jovens não-obesos e no início da maturidade. 

Clinicamente, foi observado que esses indivíduos apresentavam ao nascer peso 

acima do normal (aproximadamente 800 gramas), associado a um quadro de hipogli-

cemia e hiperinsulinêmica neonatal. Como passar dos anos esses indivíduos desen-

volviam hipertrigliceridemia associada a um estado de tolerância diminuída a glicose, 

que evoluía lentamente para um estado de hiperglicemia com glicemia de jejum nor-

mal (até os 18 anos). Posteriormente, esses indivíduos progrediam muito lentamente 

para um estado de hiperglicemia de jejum (acima dos 27 anos). O pouco conheci-

mento na época sobre as causas e características 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 avanço dos estudos, foi demonstrado que esse tipo de DM era causado por 

uma herança familiar, porém com desenvolvimento diferente do DM1 ou DM2, pois os 

indivíduos apresentavam ausência de autoimunidade contra células β, ausência de 
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resistência periférica a insulina, além de uma sustentada produção e secreção 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 monogênico de DM causados por mutações autossômicas 

dominantes em um dos diversos fatores de transcrição que participam dos processos 

de desenvolvimento, maturação e função das células β (FAJANS & BELL, 2011; ANIK 

et al., 2015). Atualmente, já foram identificadas mutações nos genes HNF4α, Gluco-

kinase (GCK), Hepatocyte nuclear factor 1 alpha (HNF1α), Pancreatic and duodenal 

homeobox 1 (PDX1), Hepatocyte nuclear factor 1 beta (HNF1β), 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; RÆDER 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).  

Mutações no gene do HNF4α são relativamente incomuns na população fazendo 

com que o MODY 1 represente 5 a 10% de todos os casos de MODY diagnosticados 

que se manifesta através de uma lenta e progressiva deficiência na produção de in-

sulina ao longo dos anos (YAMAGATA, 2014). Esse efeito ocorre devido a importância 

do HNF4α para a sobrevivência e função das células β.  

 

2.5 Hepatocyte nuclear factor 4 alpha 

 

O HNF4α é um receptor da superfamília de receptores hormonais nucleares ex-

pressos em vários tecidos como fígado, pâncreas, rins, estômago e intestinos. Esse 

fator de transcrição está relacionado com a regulação de genes envolvidos na orga-

nogênese, no desenvolvimento e na manutenção da função desses órgãos partici-

pando do transporte de nutrientes, metabolismo de lipídeos e glicose, proliferação e 

diferenciação celular e metabolismo de fármacos (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 HNF4α em hepatócitos, através da técnica de 

Chromatin immunoprecipitation (ChIP), como genes que codificam as proteínas Phos-

phoenolpyruvate carboxykinase (PCK1) e a Glucose-6 phosphatase (G6PC) impor-

tantes enzimas da gluconeogênese, a Apolipoprotein AII (ApoA2) e a Microsomal tri-

glyceride transfer protein (MTTP). Essas duas lipoproteínas são as mais abundantes 

e responsáveis pelo transporte de lipídeos pelo organismo, o que demonstra a impor-

tância desse fator de transcrição para a fisiologia do tecido hepático e do organismo 

(ODOM et al., 2004).  

O gene HNF4α 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: HNF4α1-6 e HNF4α7-9, respectiva-

mente. A estrutura das isoformas é composta por diversos domínios funcionais: o do-

mínio localizado na porção N-terminal chamado Activating/binding domain (A/B) que 

está associado ao domínio de interação e transativação Activating function 1 (AF-1); 

o domínio de ligação ao DNA DNA binding C domain (DBD); um complexo funcional 

de ligação Ligand binding E domain (LBD); uma interface de dimerização e transati-

vação Activating function 2 (AF-2) e um domínio de atividade regulatória negativa F 

domain (F). As nove isoformas diferem entre si por sua estrutura e pela sua capaci-

dade de transativação. Os transcritos do P2 são mais curtos na porção N-terminal, na 

qual se localiza o domínio de interação AF-1, sendo assim, sua atividade de transati-

vação é mais fraca em relação aos transcritos do P1 (Figura 2) (SATO et al., 2012; 

BABEU & BOUDREAU, 2014; LU, 2016).  
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Figura 2 – Estrutura do HNF4α e as diferentes isoformas. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

O gene HNF4α é controlado por dois promotores, o P1 e o P2, os quais produzem nove iso-
formas (HNF4α1-9) através de splicing alternativo. As isoformas são compostas por: Domínio 
A/B - localizado na porção N-terminal e associado ao Domínio AF-1 – função de interação e 
transativação; Domínio DBD - função de ligação ao DNA; Domínio LBD - complexo funcional 
de ligação; Domínio AF-2 – interface de dimerização e transativação e Domínio F – possui 
atividade regulatória negativa. Os transcritos do P2 possuem atividade de transativação mais 
fraca, pois são mais curtos na porção N-terminal, na qual se localiza o domínio de interação 
AF-1. (BABEU & BOUDREAU, 2014 – Modificado). 

 

O HNF4α apresenta um importante papel durante o desenvolvimento, pois animais 

HNF4α knockout são inviáveis desde a vida embrionária, não se desenvolvendo de-

vido a atrasos e interrupções da gastrulação causando o aumento da morte das célu-

las da ectoderme embrionária no momento em que essas células iniciariam a forma-

ção da endoderme (CHEN et al., 1994). No organismo, as isoformas do HNF4α são 

encontradas distribuídas de forma variada pelos tecidos: os transcritos do P1 são 

abundantes no fígado do adulto e rins, enquanto os transcritos do P2 são abundantes 

no fígado fetal e pâncreas, porém a expressão de ambos é intensa no intestino e cólon 

(TANAKA et al., 2006; GUO & LU, 2019). Estudos demonstraram que mutações nos 

promotores P1 e P2 são responsáveis pelo desenvolvimento de diversas doenças 

como disfunções metabólicas, carcinoma hepatocelular, colorretal e gástrico, sendo 

assim, alterações na expressão das isoformas são consideradas marcadores de 
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diversas doenças nesses tecidos (OSHIMA et al., 2007; VUONG et al., 2015; 

CHELLAPPA et al., 2016).  

O HNF4α parece estar relacionado a susceptibilidade a resposta inflamatória e 

apoptose em diversos tipos celulares. No fígado, o HNF4α é capaz de inibir a resposta 

celular induzida por citocinas pró-inflamatórias como IL-1β e TNF, regulando a expres-

são de genes de resposta a fase aguda da inflamação (genes APR) através de vias 

similares às ativadas nas células β (BABEU & BOUDREAU, 2014). Em ilhotas pan-

creáticas humanas, o HNF4α interage e induz a expressão de diversos genes como o 

Liver receptor homologue-1 (LRH-1) que está relacionado a repressão da reposta in-

flamatória protegendo essas ilhotas contra a apoptose (ODOM et al., 2004; COBO-

VUILLEUMIER et al., 2018). Em ilhotas pancreáticas e células β de camundongos da 

linhagem MIN6, a redução da expressão de HNF4α causa redução da expressão de 

proteínas 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 β, o qual é mantido pela expressão basal de XBP1s 

nessas células (OSLOWSKI & URANO, 2011). Estudos recentes demonstraram que 

a expressão de HNF4α está relacionada a manutenção da função das células β, pois 

o knockdown do HNF4α em células β reduziu drasticamente a expressão de XBP1s, 

bem como a expressão de outros genes relacionados a produção e secreção de insu-

lina o que também reduziu a capacidade da célula β em responder à glicose (MOORE 

et al., 2016b). Também foi demonstrado que o HNF4α, no fígado, é responsável por 

regular a expressão do gene Receptor for retinoic acid (RARβ) que, em ilhotas pan-

creáticas, é responsável pela na manutenção da função e da massa de células β 

(ODOM et al., 2004; BRUN et al., 2015). Corroborando com esses resultados, animas 

knockout para HNF4α em células β (InsCre.HNF4αloxP/loxP) apresentaram intolerância 

à glicose com hiperinsulinemia tanto no jejum como no estado alimentado. Essa alte-

ração ocorre devido as ilhotas desses animais apresentaram redução da resposta in-

tracelular de cálcio, responsável pela secreção das vesículas contendo insulina. Além 

disso, houve também a redução da resposta dos canais de potássio dependente de 

voltagem (KATP) a altas concentrações de glicose, fenômeno importante para a secre-

ção de insulina estimulada por glicose (GSIS) (BYRNE et al., 1995; GUPTA et al., 

2005, 2007; MIURA et al., 2006).  
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A expressão de HNF4α parece participar de mecanismos relacionados a replica-

ção de células β, pois em camundongos HNF4α knockout específico em células β 

prenhas não houve a indução da replicação dessas células, fenômeno que deveria 

ocorrer normalmente durante a gestação (GUPTA et al., 2007). Corroborando com 

esses resultados, a exposição de ilhotas pancreáticas e de células β isoladas de ratos 

e camundongos ao BI6015, um potente antagonista de HNF4α, causou a repressão 

de diversos genes que bloqueiam a replicação celular, induzindo a replicação das cé-

lulas β isoladas e nas ilhotas, bem como a replicação de células α e δ (LEE et al., 

2013). Além disso, a superexpressão de HNF4α, por adenovírus, em células β de 

ilhotas humanas, leva a ativação do ciclo celular demonstrando um papel importante 

do HNF4α como sinal mitogênico nessas células. Porém, sua expressão, não foi sufi-

ciente para ativar os mecanismos de verificação e controle do ciclo celular, induzindo 

diversos danos ao DNA, fazendo com que o ciclo se tornasse incompleto e incapaz 

de induzir a total proliferação das células β (RIECK et al., 2012).  

Apesar dos diferentes estudos mostrarem a importância do HNF4α para o desen-

volvimento das ilhotas pancreáticas e para a viabilidade e função das células β, pouco 

ainda se sabe sobre o possível envolvimento deste fator de transcrição em mecanis-

mos relacionados à morte dessas células ou vias pró-apoptóticas reguladas pelo es-

tresse de RE. Além disso, frente ao conhecimento de que citocinas pró-inflamatórias, 

em células β, levam a ativação do estresse de RE causando sua disfunção e morte, 

torna-se importante avaliar o possível papel de HNF4α nesse contexto. 
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3  OBJETIVO 

 

Avaliar o envolvimento de HNF4α em vias pró-apoptóticas reguladas pelo estresse 

de RE em células β quando expostas às citocinas pró-inflamatórias e a influência 

desse fator de transcrição na disfunção e morte dessas células. 

 

3.1 Objetivos específicos 

 

• Avaliar a viabilidade celular frente a citocinas pró-inflamatórias na ausência ou pre-

sença de HNF4α em linhagem celular de insulinoma de rato INS-1E e em ilhotas 

de camundongos; 

• Avaliar marcadores de estresse de RE frente a citocinas pró-inflamatórias na au-

sência ou presença de HNF4α em linhagem celular de insulinoma de rato INS-1E 

e em ilhotas de camundongos; 

• Avaliar a presença e distribuição de células β e α, pela marcação de insulina e 

glucagon por imunohistoquímica, em ilhotas de camundongos HNF4α knockout. 
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4  MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Manutenção 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, Suíça). Essa 

linhagem celular apresenta características similares às células β primárias de rato 

tanto em relação à expressão gênica induzida por citocinas (KUTLU et al., 2003), 

quanto à secreção de insulina em resposta à 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 µg/mL de 

estreptomicina (ThermoFisher), 1 mM de piruvato de sódio e 50 µM de β-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 gás carbônico (CO2).   

 

4.2 Transfecção de células INS-1E com siRNA 

 

Células foram plaqueadas (8x104 células/poço) em placas de 24 poços (Corning 

Inc, EUA). Quarenta e oito horas após o plaqueamento, as células foram transfectadas 

em meio RPMI 1640 (Invitrogen) com 1,6 ng/mL de lipofectamina (#11668019, Invitro-

gen) e 40 ou 80 µM de siRNA HNF4α (#35573, Santa Cruz Biotechnology, EUA) ou 

siRNA Controle (#03650318, Qiagen, NLD) por 16 horas. Após a padronização, foi 

utilizada a concentração de 40 µM de siRNA HNF4α por 16 horas para os experimen-

tos seguintes.    

 

4.3 Tratamento de células INS-1E com citocinas pró-inflamatórias 

 

As células INS-1E foram expostas às seguintes concentrações de citocinas: 10 

U/mL, 50 U/mL, 60 U/mL e 100 U/mL de IL-1β (#PRC0815, Invitrogen), 10 U/mL, 14 

U/mL e 50 U/mL de IFN-γ (#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 eficiência dos tratamentos foi avaliada através da viabilidade celular por cito-

metria de fluxo e expressão de Capase-3 ativada por western blot. Após padronização 
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foi escolhida a combinação de citocinas 10 U/mL de IL-1β, 14 U/mL de IFN-γ e 100 

U/mL de TNF. Setenta e duas horas após a transfecção com siRNA, as células foram 

expostas a combinação de citocinas, ou 1 µM 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-qPCR. 

 

4.4 Modelos animais 

 

A obtenção dos camundongos InsCre.HNF4αloxP/loxP foi realizada através do cru-

zamento de matrizes homozigotas para o gene HNF4αloxP/loxP 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 ração comercial padrão. A prole foi desmamada com 21 dias de 

idade, quando se coletou uma amostra da cauda para genotipagem. As metodologias 

que foram empregadas in vivo neste trabalho foram submetidas a aprovação pelo Co-

mitê de Ética no Uso de Animais do Instituto de Ciências Biomédicas da USP com 

protocolo nº.: 066/2015. 

 

4.5 Genotipagem 

 

A extração do DNA foi realizada com o kit REDExtract-N-Amp™ (#XNAT-100RXN, 

Sigma-Aldrich) de acordo com as recomendações do fabricante. As amostras foram 

submetidas à reação de PCR utilizando-se primers reverse (R) e forward (F) para am-

plificação dos genes HNF4αloxP/loxP (F: AGAATGACCCTGAAGCACCAGG / R: GCCA-

GAGGTCTGTGAAACAAGG) e InsCre (F: AACCTGGATAGTGAAACAGGGGC / R: 

TTCCATGGAGCGAACGACGAGACC) e comparadas com o resultado obtido para o 

controle positivo (animal InsCre.HNF4αloxP/loxP) e controle negativo (WildType) após 

separação em gel de Agarose 1,5% (Kasvi, BRA).  
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4.6 Indução do knockout do gene HNF4α em camundongos 

 

Ao completarem aproximadamente 40 dias de idade, camundongos machos foram 

separados em: grupo InsCre.HNF4αloxP/loxP e grupo Controle (animais HNF4αloxP/loxP 

sem a expressão do gene InsCre). Para indução do knockout do gene HNF4α espe-

cificamente nas células β pancreáticas, o tamoxifeno (#T5648, Sigma-Aldrich) foi pre-

viamente diluído em óleo 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 tolerância a glicose (GTT) 

 

Uma semana após a injeção intraperitoneal de tamoxifeno, foi realizado o teste de 

tolerância à glicose para avaliação da indução 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 sanguínea obtida pela veia caudal 

mensurada em glicosímetro One Touch Ultra (Johnson & Johnson, EUA). Em seguida, 

foi administrada uma solução 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 pancreáticas de camundongos 

 

Após decapitação e assepsia da região abdominal, o pâncreas dos camundongos 

foi retirado e mantido em solução Hanks suplementada com 0,2% de albumina bovina 

(ThermoFisher), 1% de antibiótico penicilina/estreptomicina (ThermoFisher), 10mM de 

glicose e pH 7,4. Em seguida, o pâncreas foi reduzido a fragmentos pequenos com 

auxílio de tesouras. Esses fragmentos foram lavados, digeridos em solução 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-

ções especiais de esterilização. 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 antibiótico penicilina/estreptomicina (ThermoFisher), 10mM de glicose 

e pH 7,4. As ilhotas pancreáticas foram mantidas em incubadora a 37°C em atmosfera 
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de 5% de gás carbônico (CO2). Após 48 horas em cultura, as ilhotas pancreáticas 

foram expostas a tratamentos com citocinas pró-inflamatórias e tapsigargina ou dei-

xadas sem tratamento (controle) nas mesmas condições e concentrações descritas 

para as células INS-1E.  

 

4.9 Imunohistoquímica para Insulina e Glucagon em ilhotas pancreáticas de camun- 

      dongos 

 

Após a eutanásia dos animais, o pâncreas foi coletado e imerso em banho de pa-

raformaldeído (Sigma-Aldrich) 4%, pH 7,4 a 4ºC, durante 24 horas. Após esse período 

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 μm) com micrótomo 

rotativo/semiautomático (Leica Biosystems, DE) que foram estendidos em lâminas tra-

tadas com poli-L-lisina Olen (Kasvi, BRA). Os tecidos foram desparafinizados em ba-

nhos de xilol, hidratados em banhos de álcool e então corados por Hematoxilina-Eo-

sina ou submetidos aos ensaios de imunohistoquímica.  

Para a imunohistoquímica, foi realizado o bloqueio de peroxidases endógenas 

com peróxido de hidrogênio 10% (Labsynth, BRA), seguido de exposição do epítopo 

antigênico com tampão Citrato de ódio 10 mM pH 6,02 em vaporizador a 90°C. Logo 

após, foi realizado o bloqueio dos sítios antigênicos inespecíficos com solução de blo-

queio PBS + BSA 5% + soro normal de cabra (Invitrogen) na proporção de 1:1 e incu-

bação do anticorpo primário diluído em PBS + BSA 5% ou solução de diluição sem 

anticorpo para o controle negativo. Após incubação com anticorpo primário, foi reali-

zada a incubação com anticorpo secundário anti-rabbit IgG (1:200, #1704057, Bio-

Rad) conjugado à peroxidase diluído em PBS + BSA 5% seguida de revelação com 

3,3-diaminobenzidina (DAB) e peróxido de hidrogênio (Labsynth). Para melhor visua-

lização das marcações, os tecidos foram contra-corados com hematoxilina. Os anti-

corpos primários 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-HNF4α (1:200, #3113, Cell Signaling) (Anexo 1).  

Para avaliação das marcações e análise estatística, os cortes histológicos foram 

analisados em microscópio Axioskop 2 (Carl Zeiss, DE) e a quantificação foi realizada 

utilizando a distribuição Fiji (SCHINDELIN et al., 2012) do software ImageJ (National 
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Institutes of Health, EUA). Todas as lâminas foram documentadas através de fotomi-

crografias com a objetiva no aumento de 40x, sendo utilizados três cortes seriados 

para a análise. A quantificação foi realizada utilizando a função colour deconvolution, 

a qual permite a separação da marcação de hematoxilina da marcação com DAB. A 

marcação de DAB dentro da ilhota foi delimitada por contraste (threshold) e a ilhota 

foi circundada, obtendo-se a partir dessas duas áreas, a proporção da área marcada. 

Foi obtida então a média desse valor por animal. 

 

4.10 Viabilidade celular por citometria de fluxo 

 

Após os tratamentos com citocinas pró-inflamatórias e tapsigargina, as células 

INS-1E foram submetidas a citometria de fluxo para avaliação da viabilidade celular 

através da contagem do número de células viáveis, 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 fluorescência das células em sus-

pensão foi analisada no aparelho Guava EasyCyte 8HT Flow Cytometer (Sigma-Al-

drich). 

 

4.11 Western blot 

 

As proteínas totais das células INS-1E ou das ilhotas pancreáticas foram lisadas 

com tampão de amostra Laemmli e separadas em SDS-PAGE com concentração de 

12% ou 15% de acordo com o tamanho das proteínas de interesse. As proteínas foram 

transferidas para membrana de nitrocelulose (Bio-Rad, EUA) e incubadas por 16 ho-

ras a 4ºC com anticorpo policlonal de coelho anti-Caspase-3 (1:1000, #9662, Cell Sig-

naling, EUA), anticorpo monoclonal de coelho anti-HNF4α (1:500, #3113, Cell Signa-

ling), anticorpo policlonal de coelho anti-p-eIF2α (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-

lho anti-GAPDH (1:1000, #25778, Santa Cruz Biotechnology) e anticorpo monoclonal 

de camundongo anti-α-tubulina (1:1000, #9026, Sigma-Aldrich). Em seguida, as mem-

branas foram incubadas por 2 horas à temperatura ambiente com anticorpo secundá-

rio anti-mouse IgG (#1704056, Bio-Rad) ou anti-rabbit IgG (#1704057, Bio-Rad) asso-

ciado à 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 quantificação pelo programa ImageQuant TL 8.1 (GE Healthcare). A 

intensidade das bandas foi normalizada pela α-tubulina ou GAPDH (ORTIS et al., 

2012).   

 

4.12 RT-qPCR 

 

O RNA total das células INS-1E foi extraído com TRIzol (ThermoFisher) e foi feita 

a transcrição reversa utilizando-se 1 µg de RNA total. O cDNA produzido foi submetido 

à reação de qPCR utilizando-se primers específicos e marcação 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 

expressão dos genes de interesse foi corrigida pela expressão do gene constitutivo 

GAPDH (EIZIRIK et al., 2012). As sequências dos primers utilizados foram: HNF4α (F: 

GCAAGTGAGCCTGGAGGATT / R: TGTCCATTGCTGAGGTGAGA) e GAPDH (F: 

AGTTCAACGGCACAGTCAAG / R: TACTCAGCACCAGCATCACC).   

 

4.13 Análise estatística  

 

Os resultados foram analisados estatisticamente com o uso do programa Gra-

phPad Prism 7 (GraphPad, EUA), utilizando-se t-test Student (pareado ou não-pare-

ado) para comparações entre dois grupos de acordo com o indicado em cada figura. 

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

 

5.1  Tratamento com siRNA para HNF4α reduziu a expressão de mRNA HNF4α em  

 células INS-1E 

 

Para a padronização da concentração de siRNA HNF4α (siHNF4α) a ser utilizada 

nos experimentos, foram realizadas transfecções das células INS-1E com 40 µM e 80 

µM de siRNA HNF4α. Na figura 3, observa-se que a concentração de 40 µM diminuiu 

a expressão do mRNA HNF4α em aproximadamente 50%. 

 

Figura 3 – Eficiência do silenciamento de HNF4α em células INS-1E. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As células INS-1E foram transfectadas por 16h com 40 µM ou 80 µM de siRNA controle (siCrtl) 
ou siRNA HNF4α (siHNF4α). Após 72 h, as células foram lisadas, o RNA extraído e utilizado 
em ensaios de RT-PCR. O gráfico representa a média (SEM) dos valores obtidos em 3 expe-
rimentos independentes corrigidos pela expressão de GAPDH e normalizados pelo controle, 
considerado como 1. *p<0,05 contra siCrtl 40, t-test Student pareado. UA – Unidades Arbitrá-
rias. 

 

5.2  Padronização das concentrações de citocinas pró-inflamatórias para indução de 

 apoptose em células INS-1E 

 

Para a padronização das concentrações de citocinas pró-inflamatórias utilizadas 

para indução de morte celular por apoptose, foram testadas diferentes combinações 

de concentrações de citocinas que foram selecionadas com base em trabalhos ante-

riores e padronizações do laboratório visando mimetizar o ambiente da insulite, res-

ponsável pelo desenvolvimento do DM1 (ORTIS et al., 2006, 2008, 2012; EIZIRIK et 

al., 2009). A eficiência dos tratamentos foi avaliada através da indução da expressão 
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de Capase-3 ativada por western blot. Na figura 4, observa-se que as combinações 

das concentrações: 10 U/mL de IL-1β, 14 U/mL de IFN-γ e 100 U/mL de TNF; 60 U/mL 

de IL-1β, 14 U/mL de IFN-γ e 185 U/mL; 50 U/mL de IL-1β, 14 U/mL de IFN-γ e 50 

U/mL de TNF; 100 U/mL de IL-1β e 50 U/mL de IFN-γ induziram a expressão de Cas-

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

 

Figura 4 – Ativação de Caspase-3 em células INS-1E tratadas com citocinas pró-infla- 

       matórias. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Células INS-1E foram expostas por 24 h na ausência ou presença de combinações de citoci-
nas: Mix 1 (50 U/mL de IL-1β + 140 U/mL de IFN-γ), Mix 2 (10 U/mL de IL-1β + 14 U/mL de 
IFN-γ + 100 U/mL de TNF), Mix 3 (60 U/mL de IL-1β + 14 U/mL de IFN-γ + 185 U/mL de TNF), 
Mix 4 (50 U/mL de IL-1β + 14 U/mL de IFN-γ + 50 U/mL de TNF), Mix 5 (100 U/mL de IL-1β + 
10 U/mL de IFN-γ), Mix 6 (100 U/mL de IL-1β + 50 U/mL de IFN-γ) e Mix 7 (50 U/mL de IL-1β 
+ 10 U/mL de IFN-γ). Em seguida, as células foram lisadas e utilizadas em ensaios de western 
blot. A. Figura representativa de 4 experimentos independentes para as proteínas Caspase-3 
e α-tubulina. B. Gráfico da média (SEM) dos valores obtidos em 4 experimentos corrigidos 
pela proteína constitutiva α-tubulina e normalizados pelo controle, considerado como 1. 
*p<0,05 contra Ctrl, t-test Student pareado. UA – Unidades Arbitrárias. 

 

A eficiência dos tratamentos com citocinas pró-inflamatória foi avaliada também 

através da viabilidade celular por citometria de fluxo. Na figura 5, a contagem do nú-

mero de células viáveis, mortas ou em apoptose demonstrou que, em relação ao con-

trole, todas as diferentes combinações das concentrações de citocinas foram capazes 

de reduzir o número de células INS-1E viáveis e induzir a apoptose.  

 

 

B 

A 
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Figura 5 – Contagem de células INS-1E viáveis, apoptóticas e mortas após exposição  

 a citocinas pró-inflamatórias. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Células INS-1E foram expostas por 24 h na ausência ou presença de combinações de citoci-
nas: Mix 1 (50 U/mL de IL-1β + 140 U/mL de IFN-γ), Mix 2 (10 U/mL de IL-1β + 14 U/mL de 
IFN-γ + 100 U/mL de TNF), Mix 3 (60 U/mL de IL-1β + 14 U/mL de IFN-γ + 185 U/mL de TNF), 
Mix 4 (50 U/mL de IL-1β + 14 U/mL de IFN-γ + 50 U/mL de TNF), Mix 5 (100 U/mL de IL-1β + 
10 U/mL de IFN-γ), Mix 6 (100 U/mL de IL-1β + 50 U/mL de IFN-γ) e Mix 7 (50 U/mL de IL-1β 
+ 10 U/mL de IFN-γ). Em seguida, as células foram submetidas a avaliação da viabilidade 
celular por citometria de fluxo. A. Contagem de células viáveis. B. Contagem de células apo-
ptóticas. C. Contagem de células mortas. Gráficos da média (SEM) dos valores obtidos em 5 
experimentos independentes normalizados pelo controle. *p<0,05 contra Ctrl, t-test Student 
pareado. UA – Unidades Arbitrárias. 

 

A padronização da concentração de citocinas suficiente para a indução de morte 

das células β demonstrou que a maioria das concentrações testadas foram capaz de 

induzir a expressão de Caspase-3 ativada, bem como a apoptose dessas células por 

citometria de fluxo. Para os experimentos seguintes, foi escolhida a combinação com 

a menor concentração das três principais citocinas pró-inflamatórias envolvidas no 

desenvolvimento do DM1: 10 U/mL de IL-1β, 14 U/mL de IFN-γ e 100 U/mL de TNF. 
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5.3  HNF4α é importante para indução de Caspase-3 por citocinas pró-inflamatórias  

 em células INS-1E 

 

Como esperado, o tratamento de células INS-1E com citocinas pró-inflamatórias 

ou tapsigargina leva à morte dessas células, o que pode ser observado pela indução 

da expressão de Caspase-3 ativada (Figura 6). Após o silenciamento do HNF4α, ob-

servou-se a diminuição da expressão de Caspase-3 nas células tratadas com citoci-

nas, o que foi estatisticamente significativo no tratamento de 16 horas em relação ao 

controle. No caso do tratamento com tapsigargina, não observamos esse efeito bené-

fico com o silenciamento do HNF4α (Figura 6). 

 

Figura 6 – Silenciamento de HNF4α diminui a ativação de Caspase-3 em células INS- 

       1E tratadas com citocinas pró-inflamatórias. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Células INS-1E transfectadas com siRNA controle (siCtrl) ou siRNA HNF4α (siHNF4α) foram 
expostas por 16 ou 24 h na ausência ou presença de uma combinação de citocinas: 10 U/mL 
de IL-1β, 14 U/mL de IFN-γ e 100 U/mL de TNF (Cito 16 ou Cito 24) ou 16 h a 1 µM de 
tapsigargina (Tap 16) e utilizadas em ensaios de western blot. A. Figura representativa de 4 
experimentos independentes para as proteínas Caspase-3 e α-tubulina. B. Gráfico da média 
(SEM) dos valores obtidos em 4 experimentos corrigidos pela proteína constitutiva α-tubulina 
e normalizados pelo controle, considerado como 1. *p<0,05 contra siCtrl + Cito 16, t-test Stu-
dent pareado. 
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5.4  Silenciamento de HNF4α reduz ativação de proteínas do estresse de RE em cé- 

 lulas INS-1E expostas a citocinas e tapsigarina 

 

O tratamento com citocinas pró-inflamatórias induziu o aumento da expressão de 

p-eIF2α, o que foi parcialmente prevenido pelo silenciamento de HNF4α no tratamento 

de 24 h, ainda que não estatisticamente significante (Figura 7). O tratamento com 

tapsigargina, como esperado, leva a um aumento na expressão de p-eIF2α, o que 

também é parcialmente prevenido pelo silenciamento de HNF4α (Figura 7).  

 

Figura 7 – Silenciamento de HNF4α diminui a expressão de p-eIF2α em células INS- 

       1E tratadas com tapsigargina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Células INS-1E transfectadas com siRNA controle (siCtrl) ou siRNA HNF4α (siHNF4α) foram 
expostas por 16 ou 24 h na ausência ou presença de uma combinação de citocinas: 10 U/mL 
de IL-1β, 14 U/mL de IFN-γ e 100 U/mL de TNF (Cito 16 ou Cito 24) ou 16 h a 1 µM de 
tapsigargina (Tap 16) e utilizadas em ensaios de western blot. A. Figura representativa de 4 
experimentos independentes para as proteínas p-eIF2α e α-tubulina. B. Gráfico da média 
(SEM) dos valores obtidos em 4 experimentos corrigidos pela proteína constitutiva α-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 expressão de p-IRE1 em células INS-

1E, como esperado, porém, o silenciamento de HNF4α previne parcialmente essa in-

dução (Figura 8). Estranhamente, o tratamento dessas células com citocinas pró-in-

flamatórias não induziu um aumento da fosforilação dessa proteína (Figura 8).  
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Figura 8 – Silenciamento de HNF4α diminui a expressão de p-IRE1 em células INS- 

       1E tratadas com tapsigargina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Células INS-1E transfectadas com siRNA controle (siCtrl) ou siRNA HNF4α (siHNF4α) foram 
expostas por 16 ou 24 h na ausência ou presença de uma combinação de citocinas: 10 U/mL 
de IL-1β, 14 U/mL de IFN-γ e 100 U/mL de TNF (Cito 16 ou Cito 24) ou 16 h a 1 µM de 
tapsigargina (Tap 16) e utilizadas em ensaios de western blot. A. Figura representativa de 4 
experimentos independentes para as proteínas p-IRE1 e GAPDH. B. Gráfico da média (SEM) 
dos valores obtidos em 4 experimentos corrigidos pela proteína 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 expressão de XBP1s (Figura 9). O tratamento com citocinas pró-inflamatórias apre-

senta uma tendência ao aumento da expressão de XBP1s. O silenciamento de HNF4α 

reduziu em condições basais a expressão de XBP1s (Figura 9). Uma tendência para 

essa redução também pode ser observada nas células com HNF4α silenciado nos 

tratamentos com citocinas e tapsigargina quando comparadas ao controle, porém 

essa diminuição não é apresenta diferença estatística (Figura 9). 
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Figura 9 – Silenciamento de HNF4α diminui a expressão de XBP1s em células INS- 

       1E. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Células INS-1E transfectadas com siRNA controle (siCtrl) ou siRNA HNF4α (siHNF4α) foram 
expostas por 16 ou 24 h na ausência ou presença de uma combinação de citocinas: 10 U/mL 
de IL-1β, 14 U/mL de IFN-γ e 100 U/mL de TNF (Cito 16 ou Cito 24) ou 16 h a 1 µM de 
tapsigargina (Tap 16) e utilizadas em ensaios de western blot. A. Figura representativa de 4 
experimentos independentes para as proteínas XBP1s e GAPDH. B. Gráfico da média (SEM) 
dos valores obtidos em 4 experimentos corrigidos pela proteína constitutiva GAPDH e norma-
lizados pelo controle, considerado como 1. *p<0,05 contra siCrtl, t-test Student pareado. 

 

5.5  Animais HNF4α knockout apresentam menor tolerância à glicose 

 

Os camundongos knockout (InsCRE.HNF4αloxP/loxP) apresentaram menor tolerân-

cia à glicose nos tempos iniciais do GTT, pois os níveis glicêmicos foram superiores 

em relação aos camundongos Controle. Nos tempos seguintes, o controle glicêmico 

dos camundongos knockout foi recuperado, assemelhando-se aos animais Controle 

(Figura 10). 
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Figura 10 – Camundongos InsCRE.HNF4αloxP/loxP apresentam menor tolerância à gli- 

          cose. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Níveis de glicose sanguínea avaliados antes (tempo 0) e após a administração intraperitoneal 
de 1,25 g/kg de solução de glicose (tempos 15, 30, 60 e 120 minutos) em camundongos em 
jejum por 10 a 12 h. O gráfico à esquerda representa a média (SEM) dos valores de glicose 
sanguínea obtida em 4 camundongos Controle (linha contínua) e 6 camundongos Ins-
CRE.HNF4αloxP/loxP (linha tracejada). O gráfico no canto superior direito mostra a área sob a 
curva (AUC) das curvas obtidas. t-test Student não-pareado. UA – Unidades Arbitrárias. 

 

5.6  Ilhotas de animais HNF4α knockout apresentam redução na imunomarcação para  

insulina 

 

A indução do knockout nas ilhotas dos camundongos InsCRE.HNF4αloxP/loxP foi 

eficiente para uma importante redução da expressão proteica nuclear (setas amare-

las) do HNF4α comparado com os animais Controle (Figura 11). As ilhotas dos ani-

mais HNF4α knockout apresentaram significativa redução da imunomarcação para 

Insulina (Figura 12A e 12B), porém não foi observado alterações na imunomarcação 

para Glucagon nessas ilhotas quando comparados aos animais Controle (Figura 12A 

e 12C). A circularidade é um parâmetro que avalia a formato e, por consequência, a 

maturidade das ilhotas pancreática (HARA et al., 2006; MILLER et al., 2009). Valores 

próximos a 1,0 indicam o formato de um círculo perfeito, em contrapartida, valores 

próximos a 0,0 indicam aumento de formato alongado (FERREIRA et al., 2012). Em 

relação a circularidade, não houveram diferenças estatísticas na avaliação das ilhotas 

pancreáticas dos animais HNF4α knockout em relação aos animais Controle (Figura 

12D). 
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Figura 11 – Imunomarcação nuclear de HNF4α das ilhotas dos camundongos Con- 

          trole e camundongos InsCRE.HNF4αloxP/loxP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Após fixação e inclusão em parafina, o tecido foi cortado (5,0 μm) e os cortes foram imuno-
marcados para HNF4α. A imunomarcação foi revelada por DAB e peróxido de hidrogênio. A. 
Figuras representativas das marcações nucleares nos diferentes grupos. Setas amarelas in-
dicam alguns núcleos marcados. B. O gráfico representa a média (SEM) da quantificação das 
marcações nucleares positivas para HNF4α em relação ao total de núcleos da ilhota (% da 
núcleos marcados) obtidas de 5 camundongos Controle (Ctrl) e 5 camundongos Ins-
CRE.HNF4αloxP/loxP. *p<0,05 contra Ctrl, t-test Student não-pareado. 
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Figura 12 – Imunomarcação de Insulina e Glucagon e Circularidade das ilhotas dos  

          camundongos Controle e camundongos InsCRE.HNF4αloxP/loxP. 
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Após fixação e inclusão em parafina, o tecido foi cortado (5,0 μm) e os cortes foram imuno-
marcados para Insulina e Glucagon. A imunomarcação foi revelada por DAB e peróxido de 
hidrogênio. A. Figuras representativas das marcações nos diferentes grupos. Os gráficos re-
presentam a média (SEM) das quantificações das marcações para Insulina (B) ou Glucagon 
(C) em relação à área da ilhota (% da área da ilhota marcada), além da Circularidade (D) das 
ilhotas pancreáticas obtidas de 5 camundongos Controle (Ctrl) e 5 camundongos Ins-
CRE.HNF4αloxP/loxP. *p<0,05 contra Ctrl, t-test Student não-pareado. UA – Unidades Arbitrá-
rias. 

 

5.7  HNF4α é importante para indução de apoptose por citocinas pró-inflamatórias em  

 ilhotas de animais knockout 

 

A indução do knockout do HNF4α nos animais InsCRE.HNF4αloxP/loxP reduziu a 

expressão proteica do HNF4α nas ilhotas pancreáticas desses animais (Figura 13A). 

Porém, como o knockout induzido pelo tamoxifeno ocorre especificamente em células 

β, a expressão de HNF4α observada mesmo após a indução pode ser proveniente 

dos outros tipos celulares que compõe a ilhota pancreática. O tratamento das ilhotas 

pancreáticas com citocinas pró-inflamatórias induziu a morte celular pelo aumento da 

ativação da Caspase-3 (Figura 13B). Esse efeito parece ter sido reduzido nos animais 

knockout para HNF4α. Em relação ao tratamento com tapsigargina, não foi possível 

avaliar efeito benéfico contra a morte celular pelo knockout do HNF4α (Figura 13B). 

 

Figura 13 – Ilhotas de animais HNF4α knockout tratadas com citocinas pró-inflamató- 

         rias apresentaram menor ativação de Caspase-3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ilhotas de camundongos Controle (Ctrl) e camundongos knockout (InsCRE.HNF4αloxP/loxP) fo-
ram cultivadas por 24 h na ausência (Ctrl) ou presença de uma combinação de citocinas: 10 
U/mL de IL-1β, 14 U/mL de IFN-γ e 100 U/mL de TNF (Cito) e utilizadas em ensaios de western 
blot. Os gráficos representam a média (SEM) dos valores obtidos para HNF4α (A) e Caspase-
3 (B) nas ilhotas de 6 camundongos Controle e 6 camundongos InsCRE.HNF4αloxP/loxP 
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corrigidos pela proteína constitutiva GAPDH ou α-tubulina e normalizados pelo controle con-
siderado como 1. t-test Student não-pareado. UA – Unidades Arbitrárias. 
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6  DISCUSSÃO 

 

O tratamento com siRNA HNF4α reduziu em aproximadamente 50% a expressão 

do mRNA HNF4α nas células INS-1E, o que diminuiu a expressão de Caspase-3 ati-

vada frente a exposição a citocinas pró-inflamatórias. Efeito semelhante pode também 

ser observado nas ilhotas pancreáticas dos animais knockout para HNF4α, as quais 

demonstram uma tendência a proteção contra morte por apoptose após exposição a 

citocinas pró-inflamatórias. A expressão de p-eIF2α e XBP1s foi parcialmente preve-

nida pela redução da expressão do mRNA HNF4α nas células INS-1E expostas às 

citocinas pró-inflamatórias em relação ao controle, ainda que não estatisticamente sig-

nificante. O silenciamento de HNF4α também preveniu parcialmente a indução de p-

eIF2α e p-IRE1 nas células INS-1E expostas à tapsigargina, um potente indutor do 

estresse de RE. Esses resultados mostram que a presença de HNF4α parece ser 

importante para indução da morte das células β frente a citocinas pró-inflamatórias e 

ao estresse de RE.  

As citocinas pró-inflamatórias induzem a morte das células β através da ativação 

de genes e vias pró-apoptóticas dentre as quais estão a via do Nuclear factor kappa 

B (NF-κB) 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 ativação do NF-κB induzem a expressão da enzima Inducible nitric oxide 

synthase (iNOS) que produz Óxido nítrico (NO), o qual reduz a expressão do mRNA 

e o funcionamento das Sarco/endoplasmic reticulum Ca2+ pump 2 (SERCA2b) uma 

ATPase presente na membrana do RE responsável pelo transporte do cálcio 

(CARDOZO et al., 2005; TONG et al, 2015). A depleção do cálcio no interior do RE irá 

induzir o estresse de RE pela importante função desse íon no dobramento e secreção 

das vesículas de transporte contendo proteínas (EIZIRIK et al., 2013; MEYEROVICH 

et al., 2016). 

Em camundongos e humanos, a ativação da JNK induz a expressão da proteína 

DP5 que bloqueia genes pró-sobrevivência como o B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) e o In-

duced myeloid leukemia cell differentiation protein (MCL1) e ativam genes pró-apop-

tóticos como o Bcl-2-associated X protein (BAX). Esse processo culmina na formação 

de poros na membrana mitocondrial causando a liberação de Citocromo C para o ci-

toplasma, ativando a via mitocondrial ou intrínseca da apoptose. Além disso, a indução 

do estresse de RE ocorre por vias parcialmente dependentes e independentes da 
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produção de NO e do bloqueio da bomba SERCA2b em camundongos e humanos, 

respectivamente. Dessa forma, a redução do cálcio no interior do RE em humanos 

ocorre através de mecanismos ainda não conhecidos (BROZZI et al., 2015).  

Durante o estresse de RE, o eIF2α é fosforilado e consequentemente inativado 

visando à recuperação da homeostase do RE, porém a inibição prolongada de eIF2α 

induz a expressão de CHOP, um fator de transcrição que ativa genes relacionados à 

apoptose (WALTER & RON, 2011). Observamos aqui que o silenciamento do HNF4α 

diminui a expressão de p-eIF2α em células INS-1E, o que pode estar relacionado com 

a diminuição da apoptose (redução da expressão de Caspase-3 ativada) dessas cé-

lulas expostas às citocinas pró-inflamatórias. Boyce e colaboradores demonstraram 

que o salubrinal, um seletivo e potente bloqueador da desfosforilação de eIF2α 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 β 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 ativação de CHOP e, por 

consequência, maior indução de morte celular. Dessa forma, a inibição específica pro-

longada da desfosforilação de p-eIF2α também induz a ativação de CHOP e a trans-

crição de NF-κB, potencializando a disfunção e morte das células β (CNOP et al., 

2007). Esse resultado vai de encontro aos resultados observados aqui, pois a redução 

da expressão de p-eIF2α produzido pelo silenciamento do HNF4α, melhorou a viabili-

dade das células INS-1E. 

Observamos um efeito protetor do silenciamento de HNF4α nas células INS-1E 

contra o estresse de RE nos tratamentos com tapsigargina, assim como uma tendên-

cia de prevenção para o tratamento com citocinas pró-inflamatórias, observado pela 

redução da expressão de p-eIF2α, IRE1 e XBP1s. Porém, em relação a redução da 

ativação da Caspase-3, observamos que o silenciamento do HNF4α protegeu as cé-

lulas INS-1E expostas a citocinas pró-inflamatórias, mas não células tratadas com ta-

psigargina. O mesmo resultados foi observado nas ilhotas dos animais knockout, nas 

quais observou-se uma tendência a redução da ativação da Caspase-3 nessas ilhotas 

quando expostas a citocinas pró-inflamatórias, porém não nos tratamentos com tapsi-

gargina. Sato e colaboradores demonstraram que em células β, o HNF4α influencia 

na susceptibilidade dessas células ao estresse de RE, pois atua no promotor do gene 

da Ankyrin repeat and sterile α motif domain containing 4b (Anks4b). A Anks4b é uma 
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proteína que se localiza no RE e se liga à chaperona BiP, inativando-a. Além disso, 

foi demonstrado que o knockdown da expressão de Anks4b melhora a viabilidade das 

células β durante o estresse de RE, induzido por tapsigargina, reduzindo drastica-

mente a expressão de CHOP, um dos principais indutores da apoptose (SATO et al., 

2012). Vale lembrar que a tapsigargina é um potente e irreversível indutor do estresse 

de RE por inibir a bomba SERCA2b (TREIMAN et al., 1998). Deste modo, essa falha 

em proteger as células β observada nos nossos resultados poderia ser devido ao es-

tresse de RE provocado pelo tratamento com tapsigargina ser tão intenso que exige 

um silenciamento mais expressivo de HNF4α, o qual aqui foi de apenas 50%, en-

quanto Sato e colaboradores, utilizando-se de siRNA obtiveram silenciamento da ex-

pressão de HNF4α em cerca de 80% (SATO et al., 2012).  

A diminuição da expressão de HNF4α nas células INS-1E causou a diminuição da 

expressão de XBP1s em condições basais quando comparadas ao controle. A expres-

são desse fator de transcrição é induzida por p-IRE1 e constitui uma das vias ativadas 

durante a UPR, importante na regulação da transcrição de genes envolvidos no do-

bramento e maturação de proteínas e de chaperonas (WALTER & RON, 2011). Em 

vários tecidos secretores, como estômago e intestino, o HNF4α atua como indutor da 

transcrição de XBP1s (BOYD et al., 2009). Em células β, Moore e colaboradores de-

monstraram que, a redução da expressão de HNF4α por siRNA em células INS-1E, a 

mesma linhagem utilizada no nosso trabalho, causou a redução de XBP1s quando 

comparadas às células controle (MOORE et al., 2016b). Isso é condizente com a ten-

dência que observamos aqui, porém o silenciamento de HNF4α não foi capaz de pre-

venir totalmente a indução de XBP1s em células INS-1E tratadas com citocinas pró-

inflamatórias ou tapsigargina, provavelmente devido ao silenciamento obtido ter sido 

de aproximadamente 50%, o que pode ser suficiente para a expressão parcial de 

XBP1s. 

A intolerância à glicose observada nos camundongos HNF4α knockout, associada 

a redução da presença de células positivas para insulina, em suas ilhotas, reforça a 

importância da presença do HNF4α para a manutenção da função da célula β em 

condições fisiológicas, conforme descrito na literatura (GUPTA et al., 2005, 2007). 

Sabe-se que para o funcionamento adequado das células β é necessária uma expres-

são basal de XBP1s mais alta do que em outros tipos celulares. Alguns autores des-

crevem essa expressão basal de XBP1s como uma manutenção de um “estresse de 

RE basal” para que essas células estejam prontas a responder eficientemente às 
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variações de glicose sanguínea (OSLOWSKI & URANO, 2011; MEYEROVICH et al., 

2016). Além disso, foi demonstrado que a redução da expressão do HNF4α causa a 

diminuição da expressão de genes relacionados a secreção da insulina na célula β, 

como os genes das subunidades Kir6.2 dos canais KATP e pela redução da expressão 

das bombas SERCA2b importantes para o metabolismo de cálcio conforme descrito 

anteriormente (MOORE et al., 2016b). Nesse processo, a glicose é captada pelas cé-

lulas β e sua metabolização aumenta a concentração intracelular de ATP. Isso faz 

com que os canais de potássio sejam fechados estimulando a despolarização da 

membrana plasmática que abre os canais de cálcio dependentes de voltagem permi-

tindo a entrada do cálcio, importante para a secreção das vesículas contendo a insu-

lina. Uma alteração nas subunidades do canal de potássio impede essa despolariza-

ção alterando a secreção de insulina (RÖDER et al., 2016). 

Miura e colaboradores, avaliaram os efeitos do knockout de HNF4α em ilhotas de 

camundongos InsCre.HNF4αloxP/loxP, mesma linhagem utilizada nesse trabalho. Foi 

observado que a ausência do HNF4α causou a redução da secreção de insulina esti-

mulada pela glicose e da resposta intracelular de cálcio devido a alterações no funci-

onamento dos KATP. Porém, comparando a glicemia dos animais knockout em relação 

aos animais controle não houve diferença estatística entre os grupos, semelhante ao 

observado nos nossos resultados. Nesse contexto, os autores propuseram um possí-

vel mecanismo de compensação na secreção de insulina, o qual permanece desco-

nhecido (MIURA et al., 2006). Vethe e colaboradores avaliaram os efeitos de muta-

ções do gene HNF4α no desenvolvimento de uma linhagem de células produtoras de 

insulina derivadas de células tronco pluripotentes humanas. Foi observado que a mu-

tação não preveniu o desenvolvimento dessas células produtoras de insulina in vitro, 

bem como, essas células expressaram normalmente genes relacionados a produção 

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 β hu-

manas, em relação ao processamento e secreção da insulina, essas células apresen-

tavam padrão imaturo devido à baixa expressão de genes como o Proprotein conver-

tase 1 (PCSK1), importante durante a biossíntese da insulina (STIJNEN et al., 2016). 

Além disso, a ausência de HNF4α nessas células fez com que a secreção de insulina, 

se tornasse não controlada, não respondendo de forma correta às concentrações de 

glicose (VETHE et al., 2017). 
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A redução da marcação de insulina nas ilhotas dos animais knockout além de de-

monstrar a importância da expressão do HNF4α para a função das células β pode 

sugerir uma redução da população dessas células ou uma perda do seu estado dife-

renciado. A presença do HNF4α está relacionada com a manutenção do estado dife-

renciado de células e da arquitetura de diversos tecidos secretores pela interação com 

junções intracelulares e com mecanismos de proliferação (BABEU & BOUDREAU, 

2014). Estudos demonstraram que a deficiência na secreção de insulina ou danos as 

células β faz com que as células α, produtoras de glucagon, passem a sinalizar estí-

mulos de regeneração para as células β. Além disso, de acordo com a extensão do 

dano à população de células β, essas células α podem sofrer processo de dediferen-

ciação (RUSS et al., 2008, 2009, 2011; HABENER & STANOJEVIC, 2012). Devido a 

maior predominância de células β, bem como sua importância para a fisiologia da 

ilhota pancreática, a população e o estado de maturação das células β são responsá-

veis pela manutenção da arquitetura das ilhotas (BADER et al., 2016; ROSCIONI et 

al., 2016). A circularidade é um parâmetro morfológico que permite avaliar uma pos-

sível desorganização estrutural das ilhotas, bem como o estado de maturação 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 não mostraram alterações na circularidade das ilhotas 

knockout em relação às ilhotas controles, demonstrando que, no período entre a in-

dução do knockout até a execução dos experimentos (14 dias) não foi observado a 

destruição nem a formação de novas ilhotas. 

É interessante notar que, apesar de seu papel importante na função e manutenção 

da homeostase do RE em condições fisiológicas, nossos resultados mostram que a 

ausência de HNF4α parece proteger as células β e as ilhotas pancreáticas contra a 

ação de citocinas pró-inflamatórias, indicando um possível papel deletério dessa pro-

teína em situação pró-inflamatória. Recentemente, a importância da expressão do 

HNF4α para a manutenção do fenótipo das células β foi demonstrado por Sangan e 

colaboradores, no qual a indução da expressão ectópica de HNF4α utilizando-se de 

adenovírus em células αTC1-9, uma linhagem de células α, reduziu a expressão de 

glucagon e induziu a produção de insulina quando comparada a células αTC1-9 con-

trole. Dessa forma, foi demonstrado que essas células α teriam passado por um pro-

cesso de transdiferenciação causado pela indução de HNF4α que as reprogramou 

para o fenótipo de células β (SANGAN et al., 2015). Dados obtidos por nosso grupo 
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(não mostrados aqui) mostraram que a redução da expressão de HNF4α utilizando-

se de siRNA em células β de linhagem humana EndoC-βH1 reduziu a expressão de 

vários genes envolvidos na manutenção do estado diferenciado de células β, 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 diminuição da 

expressão de genes relacionados às subunidades Kir6.2 dos canais KATP, importantes 

para a secreção de insulina (RÖDER et al., 2016). Além disso, houve uma diminuição 

de marcadores de proliferação celular como Ki-67 e aumento da expressão de Neu-

rogenin-3 (NGN3) e Sex-determining region Y box 9 (SOX9), comumente expresso 

em células precursoras das células α, β e δ (ARNES et al., 2012), indicando uma 

possível dediferenciação das células β na ausência do HNF4α. Além disso, essas cé-

lulas β passaram a expressar mRNA do glucagon (dados não publicados).  

Dessa forma, sugerimos que a diminuição da morte por apoptose e do estresse 

de RE induzidos pelas citocinas pró-inflamatórias e tapsigargina nas células INS-1E 

com o silenciamento de HNF4α também poderiam estar relacionadas a uma dedife-

renciação das células β provocada pela redução da expressão de HNF4α e não por 

uma ação direta dessa proteína em vias pró-apoptóticas. De algum modo, essas cé-

lulas poderiam ter deixado de ser sensíveis a estes estímulos e não respondem da 

mesma forma que uma célula β normal. 
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7  CONCLUSÃO 

 

A expressão de HNF4α é importante para morte da célula β induzida por citocinas 

pró-inflamatórias. Esses efeitos parecem estar relacionados com modulação das pro-

teínas do estresse de RE, porém outros fatores como indução da dediferenciação po-

deriam estar envolvidos alterando a resposta esperada das células β frente às citoci-

nas pró-inflamatórias. Apesar disso, confirmamos que a presença de HNF4α nessas 

células é importante para a manutenção da sua função e do seu estado diferenciado 

em ilhotas pancreáticas. 

Alguns dos principais pontos observados foram: a redução da expressão de 

HNF4α melhorou a viabilidade das células β, devido a diminuição da expressão de 

Caspase-3 e das proteínas do estresse de RE. O silenciamento da expressão de 

HNF4α nas células INS-1E causou a redução da expressão de Caspase-3 frente a 

citocinas pró-inflamatórias por 16 horas e nas ilhotas pancreáticas dos animais 

knockout observou-se uma tendência a redução da expressão de Caspase-3 no tra-

tamento com citocinas pró-inflamatórias por 24 horas. O silenciamento causou tam-

bém a redução da expressão das proteínas do estresse de RE p-eIF2α e p-IRE1 e 

uma tendência a redução do XBP1s nos tratamentos com tapsigargina por 16 horas. 

Além disso, o silenciamento do HNF4α também causou uma tendência a redução da 

expressão de p-eIF2α e XBP1s nos tratamentos com citocinas pró-inflamatórias por 

24 horas. 

A expressão de HNF4α é importante para o funcionamento das células β, pois a 

redução da expressão desse fator de transcrição nas células β causou a diminuição 

da expressão de XBP1s em condições basais, proteína cuja expressão basal é impor-

tante para a função das células β. Associado a isso, animais HNF4α knockout apre-

sentam tolerância diminuída a glicose e a ilhotas desses animais apresentaram redu-

ção da marcação de insulina por imunohistoquímica. 

Dessa forma, a redução da expressão de HNF4α melhorou a viabilidade, porém, 

a expressão desse fator de transcrição é importante para o funcionamento das células 

β. Sendo assim, sugere-se que esses efeitos podem estar relacionados a perda do 

estado diferenciado das células β, fazendo com que essas células parem de respon-

der a esses estímulos da mesma forma que se era esperado de uma célula β normal. 

Para a melhor investigação da correlação da expressão do HNF4α com a diferen-

ciação das células β, seria necessário investigar a expressão de genes relacionados 
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ao estado diferenciado de células β em linhagem celular com silenciamento do HNF4α 

e nas ilhotas de camundongos knockout. Além disso, seria necessário aumentar o 

número de experimentos no GTT, com células as INS-1E e com as ilhotas knockout 

expostas a citocinas pró-inflamatórias e a tapsigargina, pois, estatisticamente falando, 

alguns resultados apresentados aqui demonstraram tendência a redução e/ou au-

mento. 
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*De acordo com: ASSOCIAÇÃO BRASILEIRA DE NORMAS TÉCNICAS. NBR 6023: informação e docu-
mentação: referências: elaboração. Rio de Janeiro, 2002. 24p. 
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ANEXO 1 

Protocolo de Imunohistoquímica para Insulina e Glucagon 

Laboratório de Estudo dos Mecanismos de Morte de Células Beta - LEMMCβ 

 

Desparafinização 

• Xilol I (30 minutos); 

• Xilol II (30 minutos). 

 

Hidratação 

• Álcool 100% I (20 minutos); 

• Álcool 100% II (20 minutos); 

• Álcool 95% (15 minutos); 

• Álcool 70% (5 minutos); 

• Água destilada (5 minutos); 

• PBS 1x + Tween 20 0,03% pH 7,32 (5 minutos); 

o Preparo: para 100 mL de PBS 1x, usar 300 µL de Tween 20. 

 

Bloqueio da Peroxidase Endógena 

● PBS 1x + H2O2 10% (40 minutos – Temperatura ambiente); 

○ Preparo: para 100 mL de PBS 1x, usar 33,3 mL de H2O2 (uso único); 

● PBS 1x + Tween 20 0,03% pH 7,32 (5 minutos – 3 vezes). 

 

Recuperação Antigênica 

● Tampão Citrato de sódio 10 mM pH 6,02 + Tween 20 0,3% (30 minutos – Vapo-

reira); 

○ Preparo: para 200 mL de Tampão Citrato de sódio, usar 600 µL de Tween 20. 

Usar 29,2 g de Citrato de sódio para 1 L de Água destilada; 

● Esfriar (15 minutos – Temperatura ambiente); 

● PBS 1x + Tween 20 0,3% pH 7,32 (5 minutos – 3 vezes); 

○ Preparo: para 100 mL de PBS 1x, usar 30 µL de Tween 20. 

 

Bloqueio dos Sítios Antigênicos Inespecíficos 

● Circundar os cortes com caneta hidrofóbica para histologia;  

Devem estar no volume máximo da 

jarra de Coplin para que todo o xilol 

seja removido. 
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● PBS 1x + BSA 5% + Soro normal de cabra 1:1 (1 hora – Câmara úmida – Tempe-

ratura ambiente). 

 

Incubação do Anticorpo Primário 

● Escorrer os cortes; 

● Anticorpo anti-insulina (diluição 1:500) e anti-glucagon (diluição 1:350) (Overnight 

– Câmara úmida – 4°C). 

 

Incubação em Anticorpo Secundário 

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

● Anticorpo secundário (diluição 1:200) + PBS 1x + BSA 5% (2:30 horas – Câmara 

úmida – Temperatura ambiente); 

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

 

Revelação 

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

cancerígeno, utilizar luvas e descartar o material em hipoclorito; 

○ Preparo: para 4,5 mL de PBS 1x, usar 0,5 mL de DAB e 4 µL de H2O2. Aten-

ção: calcular a quantidade de DAB de acordo com o número de lâminas. A 

quantidade de H2O2 não muda, pois é calculada em relação ao anticorpo se-

cundário; 

● Água destilada (5 minutos – 3 vezes). 

 

Contra-coloração 

● Hematoxilina de Mayer (1 minuto); 

● Água destilada (10 minutos – 3 vezes). 

 

Desidratação 

● Álcool 95% (5 minutos); 

● Álcool 100% I (10 minutos); 

● Álcool 100% II (10 minutos); 

● Álcool/xilol 1:1 (10 minutos); 

● Xilol I (10 minutos); 

● Xilol II (10 minutos). 
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Montagem 

● Goma de Damar: gotejar na lamínula e colocar sobre os cortes.  

● Retirar as bolhas; 

● Secagem em capela (24 horas). 


