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RESUMO 

Villaca, CBP. Caracterização do modelo animal de camundongos knockout condicional para 

HNF4α em células β [dissertação (Mestrado em Biologia de Sistemas)]- Instituto de Ciências 

Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2022. 

 

O HNF4α é um fator de transcrição importante para a regulação da capacidade das células β 

de secretar insulina adequadamente em resposta a concentração de glicose. Sabe-se que o 

knockout (KO) de HNF4α tem influência na homeostasia do retículo endoplasmático (RE), 

essencial para a capacidade secretora da célula β. Além disso, novas evidências sugerem que 

o knockdown de HNF4α leva a desdiferenciação da célula β. É importante notar que, em 

humanos, a mutação de HNF4α parece ter um efeito progressivo, sendo que o quadro clínico 

de MODY 1, um tipo de Diabetes mellitus (DM) devido a esta mutação, é observado 

clinicamente no início da fase adulta. Além da idade, existem evidências, em outros tipos de 

DM, que o sexo influência a disfunção da célula β, com possível envolvimento de vias de 

estresse de RE. Considerando a importância de HNF4α na função da célula β, buscamos avaliar 

a influência do sexo e da idade na disfunção dessas células. Para isso, utilizamos um modelo 

animal com KO para HNF4α, induzido após o nascimento, especifico para células β (Ins.CRE 

HNF4α loxP/loxP). Assim, avaliamos em ilhotas de camundongos machos e fêmeas (controle e 

HNF4α KO), a marcação para insulina e glucagon, assim como marcadores envolvidos com as 

vias do estresse de RE e desdiferenciação da célula β ao longo de diferentes tempos de vida. A 

eficiência da indução do KO foi confirmada pela redução de células de ilhota positivas para 

HNF4α. Camundongos KO são intolerantes à glicose após 50 dias de idade, sendo que os 

machos KO (MKO) apresentam maior intolerância à glicose em comparação as fêmeas KO 

(FKO). Além disso, a porcentagem de células insulina-positivas na ilhota é menor em KO em 

relação aos Controle (Ctr) em todas as idades avaliadas, com MKO tendo porcentagem menor 

em relação a FKO aos 90 e 150 dias de idade. Nesta idade, ambos os grupos KO têm massa de 

células β reduzida. Por outro lado, a massa de células α está aumentada nos KO em comparação 

com Ctr, sendo maior nos MKO em relação a FKO. Ao avaliar as vias do estresse de RE, é 

possível observar que os grupo KO apresentam modulação de vias da UPR, porém apenas os 

MKO apresentam indícios de apoptose mediada por estresse de RE. As FKO, por outro lado, 

apresentam evidências de perda de estado diferenciado das células β. Dessa forma, é possível 

concluir que a ausência de HNF4α leva a uma alteração na tolerância a glicose e perda da 

marcação para insulina que são influenciadas pelo sexo e idade, sendo possível sugerir que a 



 

 

disfunção da célula β nos grupos KO ocorre pela alteração nas vias do estresse de RE. Além 

disso, é possível hipotetizar que o sexo influencia se essa disfunção será induzida pela ativação 

de vias pró-apoptóticas ou pela ativação inadequada das vias adaptativas e desdiferenciação da 

célula β. 

 

Palavras chave: Diabetes mellitus, apoptose, HNF4α, Célula β, Desdiferenciação.  



 

 

ABSTRACT 

Villaca, CBP. Characterization of the β cell specific HNF4 α knockout mice model [dissertação 

(Masther Thesis in Life Systems Biology)]- Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de 

São Paulo, São Paulo, 2022. 

 

HNF4α is an important transcription factor for regulating the ability of β cells to adequately 

secrete insulin in response to glucose concentration. It is known that the knockout (KO) of 

HNF4α is associated with an influence on the homeostasis of the endoplasmic reticulum (ER), 

an organelle essential for β cell’s secretory capacity. Furthermore, new evidence suggests that 

HNF4α knockdown leads to β-cell dedifferentiation. It is important to note that, in humans, 

HNF4α mutation appears to have a progressive effect, as the clinical picture of MODY 1, a 

type of diabetes mellitus (DM) due to this mutation, is observed in early adulthood. In addition 

to age, there is evidence, in other types of DM, that sex influences β-cell dysfunction, with 

possible involvement of ER stress pathways. Considering the importance of HNF4α in β cell 

function, we sought to assess the influence of sex and age on the dysfunction of these cells. 

For this, we used an animal model with KO for HNF4α, induced after birth, specific for β cells 

(Ins.CRE HNF4α loxP/loxP). Thus, we evaluated in islets of male and female mice (control and 

HNF4α KO), insulin and glucagon labeling, as well as markers involved with ER stress 

pathways and β-cell dedifferentiation over different post-lifetimes. The efficiency of KO 

induction was confirmed by the reduction of islet cells positive for HNF4α. KO mice are 

glucose intolerant after 50 days of age, with KO (MKO) males showing greater glucose 

intolerance compared to KO (FKO) females. Furthermore, the percentage of insulin-positive 

cells in the islet is lower in KO compared to Control (Ctr) at all ages evaluated, with MKO 

having a lower percentage compared to FKO at 90 and 150 days of age. At this age, both KO 

groups have reduced β cell mass. On the other hand, the mass of α cells is increased in KO 

compared to Ctr, being higher in MKO compared to FKO. When evaluating the ER stress 

pathways, it is possible to observe that the KO group present modulation of UPR pathways, 

but only the MKOs show evidence of apoptosis mediated by ER stress. FKOs, on the other 

hand, show evidence of loss of differentiated state of β cells. Thus, it is possible to conclude 

that the absence of HNF4α leads to a change in glucose tolerance and loss of insulin marking 

that are influenced by sex and age, being possible to suggest that β cell dysfunction in KO 

groups occurs due to alteration in pathways. of ER stress. Furthermore, it is possible to 

hypothesize that sex and age influence whether this dysfunction will be induced by the 



 

 

activation of pro-apoptotic pathways or by the inadequate activation of the adaptative pathways 

and dedifferentiation of the β cell. 

 

Keywords: Diabetes mellitus, apoptosis, HNF4α, β cell, dedifferentiation.  
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INTRODUÇÃO 

Ilhota de Langherans e a célula β 

O pâncreas é uma glândula mista, possuindo uma porção exócrina, composta de ácinos 

que secretam enzimas digestivas, e uma porção endócrina (Henry et al., 2019). Esta última é 

composta por micro-órgãos, denominados ilhotas de Langherans ou pancreáticas, dispersos 

pelo pâncreas, que são responsáveis por secretar os hormônios associados ao metabolismo da 

glicose (Bastidas-Ponce et al., 2017). 

As ilhotas são agrupamentos celulares constituídos por 5 tipos celulares distintos: β, α, 

δ, ε e PP, responsáveis pela produção e secreção de insulina, glucagon, somatostatina, grelina 

e polipeptídio pancreático, respectivamente. A citoarquitetura da ilhota (distribuição dos 

diferentes tipos celulares) é de grande importância para o adequado funcionamento das células, 

visto que os diferentes tipos celulares exercem um papel regulatório entre si (Brereton et al., 

2015).  

Dentre os diferentes tipos celulares, a célula β é a mais abundante, variando entre 60-

80% das células da ilhota (Kim et al., 2009), dependendo da espécie. Essa célula apresenta 

grande importância para o metabolismo da glicose, pois é responsável por produzir e secretar 

a insulina, o único hormônio hipoglicemiante (Banting et al., 1922).  

Produção e secreção de insulina 

O processo de secreção de insulina frente ao aumento da concentração de glicose 

plasmática (GSIS, do inglês “Glucose stmulated insulin secretion”) se inicia pelo aumento do 

influxo de glicose na célula através do transportador Glut-2 (Thorens, 2015). A metabolização 

da glicose leva ao aumento da razão ATP/ADP, o que causa fechamento dos canais de KATP e 

despolarização da membrana celular (Cook and Hales, 1984). Essa despolarização ativa canais 

de Ca2+ dependentes de voltagem, levando ao influxo deste íon para o citoplasma celular, o que 

estimula a secreção de insulina (Wollheim and Sharp, 1981).  

Durante a GSIS, ocorre um aumento da produção de insulina, que tem sua síntese iniciada 

no Retículo Endoplasmático (RE) (Schwarz and Blower, 2016). Dentro dessa organela a pró-

insulina atinge sua conformação adequada, com o auxílio de chaperonas de RE, antes de ser 

direcionada para as próximas etapas de processamento e secreção. Nas células β, com o 

aumento da concentração plasmática de glicose e consequente aumento da produção de 

insulina, pode ocorrer um acúmulo de proteínas mal-enoveladas dentro do RE, perturbando a 



 

homeostasia da organela, em um quadro chamado de estresse de RE (Eizirik et al., 2008; 

Meyerovich et al., 2016; Schwarz and Blower, 2016). A fim de reestabelecer a homeostasia da 

organela, e portanto sua capacidade de dobramento, são ativadas as vias da UPR (do inglês 

“Unfolded Protein Response”). Essas vias se iniciam em três transdutores de sinal (IRE1α, 

PERK, ATF6) (Eizirik et al., 2008; Meyerovich et al., 2016). Para que ocorra a ativação dessas 

vias, a chaperona GRP78/BiP precisa ser desligada dos transdutores de sinal, sendo o aumento 

dessa proteína um importante indicador do quadro de estresse de RE (Cnop et al., 2010; Eizirik 

et al., 2008; Meyerovich et al., 2016). 

Em condições normais, o aumento da demanda de produção e secreção nas células β leva 

ao acúmulo de pro insulina mal-enovelada no RE e consequentemente a ativação das vias da 

UPR (Eizirik et al., 2008; Fonseca et al., 2009). O subsequente aumento da capacidade 

funcional permite a adequada produção e secreção de insulina, sendo assim, a ativação dessas 

vias permite que a célula β se adapte a condições oscilantes de glicose plasmática (desfecho 

adaptativo da UPR) (Chan et al., 2015; Eizirik and Cnop, 2010). Além disso, a desativação das 

vias da UPR, após o reestabelecimento da homeostasia do RE, induz um período de 

recuperação do estresse celular, essencial para a sobrevida da célula (Xin et al., 2018). A 

ativação das vias da UPR pode ser insuficiente para reestabelecer a homeostasia do RE, 

levando a um desfecho deletério, ou seja, pró-apoptótico (Eizirik et al., 2008; Eizirik and Cnop, 

2010). 

Perda das células β 

Defeitos na produção de insulina, que podem ou não ser acompanhados de defeitos na 

ação deste hormônio, culminam na hiperglicemia crônica, que é a principal característica do 

Diabetes mellitus (DM) (The Expert Committee on the Diagnosis and Classification of 

Diabetes, 1997).  

Nesses quadros, ocorre uma perda da massa funcional de células β, que ter origem na 

morte, disfunção e desdiferenciação celular, dentre outras causas (Butler et al., 2003; Eizirik 

et al., 2020; Weir and Bonner-Weir, 2004). Além disso, a perda de células β está associada 

com a alteração do microambiente da ilhota (Almaça et al., 2020). Diferentes fenômenos 

podem contribuir para os desfechos deletérios da célula β, dentre eles, o estabelecimento de 

estresse de RE crônico, ou seja, o não reestabelecimento da homeostasia da organela que leva 

a ativação do perfil pró apoptótico das vias da UPR (Eizirik and Cnop, 2010). Nesse cenário, 

ocorre um acúmulo de proteínas, em especial pró-insulina, mal-enoveladas no lúmen do RE, 

já que a organela não é capaz de expandir sua capacidade funcional de acordo com a demanda 



 

(Eizirik and Cnop, 2010). Esse acúmulo de pró-insulina mal-enovelada não só contribui para a 

ativação das vias pró-apoptóticas e secreção inadequada de insulina (Fonseca et al., 2009), 

como pode contribuir para a desdiferenciação celular, já que a própria insulina é parcialmente 

responsável pela manutenção do fenótipo maduro e funcional da célula β (Balboa et al., 2018; 

Efrat, 2019; Wang et al., 2014). Sabe-se que a desdiferenciação é uma importante causa da 

perda de células β funcionas no DM do tipo 2 e que esse fenômeno está associado a uma 

ativação inadequada das vias adaptativas da UPR nas células β (Bensellam et al., 2018).  

Estresse de Retículo Endoplasmático e apoptose 

A ativação aguda e fisiológica das vias da UPR permite a adaptação da célula β a variação 

de glicose plasmática e, consequentemente, adequada secreção de insulina (desfecho 

adaptativo da UPR) (Eizirik et al., 2008; Fonseca et al., 2009; Meyerovich et al., 2016). Já a 

ativação crônica dessas vias tem uma efeito patológico, levando a ativação de vias pró-

apoptóticas, e morte das células β (Eizirik and Cnop, 2010; Oslowski and Urano, 2010; Walter 

and Ron, 2011). 

O CHOP é um importante fator nas vias deletérias, sendo que a sua expressão leva a 

ativação da apoptose mitocondrial (Allagnat et al., 2012; Hu et al., 2019; Tabas and Ron, 2011). 

É interessante notar que a interação de CHOP com outros sinalizadores das vias da UPR é 

importante para determinar o desfecho adaptativo ou apoptótico, por exemplo a redução de 

XBP-1s, um importante sinalizador do desfecho adaptativo, aumenta a apoptose das células β 

dependente de CHOP quando ocorre a indução do estresse de RE nas células β (Chan et al., 

2015).  

Desdiferenciação da célula β 

A hiperglicemia crônica compromete o funcionamento das células β de diferentes 

formas, podendo levar a perda do seu estado diferenciado, ou seja, se tornam células insulina- 

negativas e sem o fenótipo funcional de célula β (Gershengorn et al., 2004). Apesar de não se 

saber qual o mecanismo envolvido com esse fenômeno, hipotetiza-se que, em função do 

estresse de RE causado pela hiperglicemia, a ativação das vias adaptativas da UPR possa 

ocorrer de maneira inadequada, sendo essa ativação errônea capaz de desencadear a 

desdiferenciação da célula β (Bensellam et al., 2018; Han et al., 2009; Herbert and Laybutt, 

2016) Esse processo é marcado por perda de marcadores de estado diferenciado e maduro de 



 

célula β, como GLUT-2, e o reaparecimento de fatores de precursor endócrino, como PAX-4 

e NGN3 (Honzawa and Fujimoto, 2021).. 

Quando expostas, in vitro, a altas concentrações de glicose por um período prolongado, 

as células β apresentam um fenótipo imaturo, com redução da capacidade secretora de insulina 

e redução de GLUT-2 (Neelankal John et al., 2017). Além disso, utilizando um modelo de DM 

do tipo 2, foi descrita uma redução dos genes envolvidos com a repressão da expressão de 

fatores endócrinos nas células β (Gutiérrez et al., 2017; Mollet et al., 2016). Apesar de ser um 

fenômeno descrito mais recentemente, observou-se que a perda do fenótipo diferenciado da 

célula β é um fator importante na redução da massa funcional de células β que ocorre no tipos 

de DM mais prevalentes (Cinti et al., 2016; Moin et al., 2016; Moin and Butler, 2019). 

MODY 

Existem diferentes tipos de DM, dentre eles os mais prevalentes são DM do tipo 1 e o 

DM do tipo 2, que são quadros de origem multifatorial (ADA, 2015). Entre os outros tipos, 

existem os quadros de MODY (do inglês “Mature onset Diabetes of the Young”), que são 

quadros de origem autossômica dominante, cujos subtipos estão associados a uma mutação 

específica (Anık et al., 2015; Fajans, 1989). Dentre os subtipos, o MODY1 é de especial 

importância, já que o estudo deste subtipo permitiu observar a importância do HNF4α na célula 

β (Stoffel and Duncan, 1997; Yamagata et al., 1996). Demonstrou-se, por exemplo, a 

importância desse fator de transcrição para a GSIS (Gupta et al., 2005) 

HNF4α e a função da célula β 

O HNF4α tem grande importância funcional para as células β (Byrne et al., 1995; 

Herman et al., 1997). Isso foi demonstrado na década de 90, por estudos que observaram uma 

redução da GSIS em paciente com MODY1 (Byrne et al., 1995; Herman et al., 1997). A 

mutação do gene reduz sua dimerização, portanto sua capacidade de se ligar ao DNA e exercer 

seu papel regulatório em diferentes vias na metabolização da glicose e secreção de insulina 

(Gupta et al., 2005; Stoffel and Duncan, 1997)  

Devido ao envolvimento do estresse de RE para a disfunção da célula β em diferentes 

modelos de DM (Eizirik et al., 2008), dois grupos buscaram avaliar o efeito da deleção de 

HNF4α nessas vias. Nesses trabalhos existe um conflito, visto que um demonstra que na 

ausência de HNF4α a indução do estresse de RE leva a menor apoptose das células β in vitro 

quando comparadas as células com expressão normal de HNF4α (Sato et al., 2012). O outro 



 

trabalho observou uma relação positiva na expressão de HNF4α e XBP-1s, ou seja, a redução 

de HNF4α in vitro levou a um prejuízo da capacidade adaptativa das células β, prejudicando o 

reestabelecimento da homeostasia de RE (Moore et al., 2016), o que poderia contribuir para 

um desfecho apoptótico dessas células. Apesar desses trabalhos indicarem um efeito do HNF4α 

na homeostasia do RE, ainda não se sabe como ocorre a progressão temporal da perda de 

homeostasia do RE em células β sem HNF4α em um ambiente com aumento da glicemia 

plasmática. Sabendo que o desenvolvimento do quadro de MODY1 e consequente disfunção 

da célula β tem influência da idade, é possível especular que a avaliação temporal do efeito do 

KO de HNF4α nas vias da UPR de células β permita explicar as observações conflitantes dos 

trabalhos existentes na literatura. 

Dados prévios do nosso grupo (Santos, GJ., in preparativo), mostraram que o 

silenciamento do HNF4α em células β isoladas influência o fenótipo diferenciado das células. 

Em resposta a redução de HNF4α, observamos a redução de mRNA para PDX-1, NKX2.2 e 

MafA, que são importante fatores para a manutenção do estado diferenciado da célula β. Além 

disso, observa-se um aumento significativo na expressão de PAX-4 e NGN3, fatores 

importantes de progenitor endócrino. É importante ressaltar que nos dados obtidos in vitro pelo 

nosso grupo, as células não estão expostas a hiperglicemia e não estão inseridas na ilhota 

pancreática. Dessa forma, apesar desses dados sugerirem que o HNF4α está envolvido com a 

desdiferenciação da célula β, é importante ressaltar que o microambiente da ilhota (Golson, 

2021; Sakhneny et al., 2021) assim como a concentração plasmática de glicose (Jonas et al., 

1999) são importantes para a manutenção do estado diferenciado da célula β, assim é 

importante avaliar se o fenômeno da desdiferenciação em resposta a ausência de HNF4α ocorre 

nas células β quando inseridas na ilhota pancreática. 

Idade e a disfunção da célula β 

Em quadros de DM1 e DM2 ocorre uma progressiva piora na hiperglicemia com a idade, 

que pode ser correlacionada com uma pior capacidade de manutenção da homeostasia de RE 

(Hudish et al., 2019; Okano et al., 2013). Além disso, existem evidências que a progressão da 

disfunção da célula β em camundongos diabéticos (db/db), que ocorre com tempo, é em parte 

mediada pela perda do fenótipo de célula β diferenciada (Murao et al., 2022). Dessa forma, a 

idade é um fator chave na progressão da disfunção da célula β em diferentes modelos de DM. 

O aparecimento dos sintomas de MODY, que ocorre no início da fase adulta, sugerem 

que a idade é um fator chave para a progressão da doença (Anık et al., 2015). Como discutido 

anteriormente, é possível especular que o tempo é um fator importante para avaliar o efeito do 



 

HNF4α na manutenção da homeostasia de RE. Além disso, com o knockdown de HNF4α em 

células β isoladas foi observada uma perda do estado diferenciado, mas não se sabe se o mesmo 

ocorreria dentro da ilhota pancreática e qual o efeito do tempo na desdiferenciação.  

Influência do dimorfismo sexual na função da célula β 

Em diferentes momentos na vida de mamíferos, pode ocorrer um aumento da resistência 

periférica a insulina, que faz parte dos processos fisiológicos (Parsons et al., 1992). Nessas 

etapas, ocorre uma proliferação compensatória das células β, ocorrendo em resposta ao 

aumento da demanda por insulina (Parsons et al., 1992). Esse fenômeno é observado em fêmeas 

durante a gestação, e foi demonstrado que o HNF4α é essencial para a proliferação 

compensatória de células β durante a gravidez (Gupta et al., 2007). A puberdade é outra fase 

durante a qual ocorre um aumento da resistência periférica à insulina (Bloch et al., 1987; Jasik 

and Lustig, 2008; Kelsey and Zeitler, 2016). Nessa fase, em roedores, foi observado aumento 

na proliferação das células β, sendo esse fenômeno importante para a manutenção da 

normoglicemia (Castell et al., 2018). Dessa forma, considerando que o MODY1 é um quadro 

que se inicia entre a puberdade e o início da fase jovem adulto (Anık et al., 2015), a disfunção 

da célula β, observada após esse período, pode estar relacionada com uma perda na capacidade 

de proliferação em resposta a resistência a insulina, natural na fase de adolescência. 

Em humanos, existem evidências que na puberdade o estrógeno protege a célula β da 

disfunção (Blohmé et al., 1992). Dessa forma, sexo, em conjunto com a idade, é um fator 

importante a ser considerado ao avaliar a disfunção da célula β (Blohmé et al., 1992; Castell et 

al., 2018). Em modelos animais, demonstrou-se que a ação do 17β-estradiol através do receptor 

de estrógeno α (ERα, do inglês “estrogen receptor α”) previne o desenvolvimento do DM1, 

induzido por streptozotocina, em fêmeas e em machos tratados com 17β-estradiol (Paik et al., 

1982). Além disso, o 17β-estradiol é capaz de aumentar a biossíntese de insulina (Wong et al., 

2010) e está associado a um melhor funcionamento do sistema de degradação de proteínas 

associado ao RE, levando a uma melhor degradação da pro-insulina mal-enovelada e uma 

redução do quadro de estresse de RE em um modelo de DM2 (Xu et al., 2018). É importante 

notar que fêmeas tratadas com 5a-dihidrotestosterona, um análogo do hormônio esteroidal 

masculino, adquirem a mesma susceptibilidade a disfunção da célula β observada nos machos 

(Paik et al., 1982). Dessa forma, é possível observar um efeito protetor da disfunção da célula 

β em fêmeas, devido à presença fisiológica do estrógeno, demonstrando um efeito dos 

hormônios esteroidais na disfunção da célula β. 



 

Além do estrógeno, a prolactina tem um efeito protetor contra a apoptose da célula β em 

ambientes pró-inflamatórios, como o associado ao DM1, sugerindo que ocorre um aumento do 

limiar para apoptose na presença desse hormônio (Nardelli et al., 2018; Terra et al., 2011). 

Sabe-se que o aumento da prolactina durante a gestação é importante para a proliferação das 

células β que ocorre nesse período (Cao et al., 2021) e mesmo camundongas não gestantes tem 

níveis suficientes do hormônio para apresentarem proteção contra a apoptose da célula β 

mediada por estresse de RE (Li et al., 2020). 

  



 

CONCLUSÃO  

Concluímos que o sexo e a idade afetam o efeito da ausência de HNF4α, sendo que esses efeitos 

podem ocorrer em marcadores associados as vias da UPR e desdiferenciação da célula β como 

resumido no quadro abaixo (tabela 1).  Assim, a ausência de HNF4α leva a uma alteração na 

tolerância a glicose e perda da marcação para insulina que são influenciadas pelo sexo e idade, 

sendo possível sugerir que a disfunção da célula β nos grupos KO ocorre pela alteração nas 

vias do estresse de RE. Além disso, é possível hipotetizar que o sexo influencia se essa 

disfunção será induzida pela ativação de vias pró-apoptóticas ou pela ativação inadequada das 

vias adaptativas e desdiferenciação da célula β. 

 

 CHOP GRP78 XBP-1s Glut-2 PAX-4 NGN3 SOX9 

MKOvs MCtr ↑ ↑      

FKO vs FCtr  ↑  ↓ ↑ ↑  

MKO vs FKO ↑   ↑    

 

Tabela 1: Resumo da alteração dos marcadores avaliados. Tabela comparativa das 

alterações observadas entre os grupos com 150 dias de idade. Em verde estão destacados os 

marcadores elevados, e em vermelho os reduzidos. 
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