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RESUMO

OLIVEIRA, VR. Papel do HNF-4a na resposta de NF-kB a citocinas pro-inflamatérias em
células B pancreaticas [dissertacdo (Mestrado em Biologia de Sistemas)] — Instituto de

Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sao Paulo, 2022.

O DML1 é uma doenca autoimune caracterizada pela disfungdo e morte de células B
pancreaticas produtoras de insulina. Essa destruicdo se da através da ativacdo de vias pro-
apoptdticas, como a do fator de transcricio NF-kB ¢ do estresse RE, por citocinas pro-
inflamatorias. O MODY 1 é um subtipo de DM caracterizado por uma mutacdo no gene HNF-
4a, que acarreta deficiéncia na secrecdo de insulina. Este fator de transcricdo esta envolvido
na manutencdo da homeostase do RE e em hepatdcitos é ativado por citocinas e modula a
resposta inflamatoria. Além disso, sabe-se que em outros tipos celulares ha um crosstalk entre
HNF-4a e ERK1/2, que em células B é um importante modulador da ativacéo pré-apoptética
de NF-xB por citocinas pro-inflamatorias. Assim, para um melhor entendimento da relacdo de
HNF-40 no contexto pro-inflamatorio observado durante o desenvolvimento do DML, este
trabalho teve como objetivo avaliar se a ativagdo de HNF-4a € modulada por citocinas pro-
inflamatorias e se esse efeito pode estar relacionado com a ativacéo pro-apoptética de ERK1/2
e NF-xB em células B. Para isso avaliamos em células INS-1E (insulinoma de rato) a ativacdo
de HNF-4a através de promotor reporter, bem como a ativacdo de ERK1/2 e NF-xB por
western blotting, apds exposicdo a citocinas pré-inflamatorias na presenca e na auséncia de
HNF-4a, que foi silenciado pelo uso de siRNA especifico. Nossos resultados mostram que a
ativacdo de HNF-4a sofre modulagdo temporal por citocinas pro-inflamatdrias em células 3 e
que o silenciamento desse fator de transcricdo parece prevenir a morte dessas células induzido
por citocinas. Esse efeito do HNF-4a nas células  pode estar relacionado com ERK1/2 e NF-
kB, uma vez que a ativacao desses fatores é modulada por HNF-4a. Essas informacdes sdo de
grande interesse para um melhor entendimento das vias relacionadas a morte e disfuncdo de

células B no desenvolvimento do DM1.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, VR. Role of HNF-4a in the NF-xB response to pro-inflammatory cytokines in
pancreatic B cells [dissertation (Master Thesis in Life Systems Biology)] — Instituto de

Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2022.

Type 1 Diabetes mellitus (T1D) is an autoimmune disease characterized by dysfunction and
death of insulin-producing pancreatic B cells. This destruction occurs through pro-apoptotic
pathways, such as the activation of NF-xB transcription factor and ER stress by pro-
inflammatory cytokines. MODY1 is a subtype of DM characterized by a mutation in the
HNF-4a gene, which causes a deficiency in insulin secretion. This transcription factor is
involved in the maintenance of ER homeostasis and in hepatocytes is activated by cytokines
and modulates inflammatory responses. Furthermore, it is known that in other cell types there
iIs a crosstalk between HNF-4a and ERK1/2, which in f§ cells is an important modulator of the
pro-apoptotic activation of NF-xB by pro-inflammatory cytokines. Thus, for a better
understanding of the relationship of HNF-4a in the pro-inflammatory context observed during
the development of T1D, this study aimed to evaluate whether the activation of HNF-4a is
modulated by pro-inflammatory cytokines and whether this effect may be related to the pro-
apoptotic activation of ERK1/2 and NF-xB in B cells. For this, we evaluated in INS-1E cells
(rat insulinoma) the activation of HNF-4a through a promotor reporter, as well as the
activation of ERK1/2 and NF-kB by western blotting, after exposure to pro-inflammatory
cytokines in the presence and in the absence of HNF-4a, which was silenced by the use of
specific SIRNA. Our results show that HNF-4a activation is temporally modulated by pro-
inflammatory cytokines in B cells and that silencing of this transcription factor seems to
prevent cytokine-induced B cell death. This effect of HNF-4a on B cells may be related to
ERK1/2 and NF-«xB, since the activation of these factors is modulated by HNF-4a. This
information is of great interest for a better understanding of the pathways related to B cell

death and dysfunction in the development of T1D.

Keywords: B cells. HNF-4a. NF-kB. ERK1/2. Pro-inflammatory cytokines.



1. INTRODUCAO

1.1 Pancreas

O péncreas é uma glandula mista localizada na regido retroperitoneal do estbmago, se
estendendo através da parede abdominal posterior do duodeno até o bago, medindo cerca de
12-15 centimetros de comprimento em adultos. Embora ndo possua subdivisbes anatdmicas
bem definidas, os vasos adjacentes e os ligamentos servem para definir o 6rgdo em cabeca,
pescogo, corpo e cauda (Al 2008; Axis 2010; Leung 2010; Curi 2012; Richard L. Drake
2015).

E considerado uma glandula mista por ser composta por duas porcdes distintas, a
porcdo exdcrina e a porcdo enddcrina. A porgdo exdcrina representa a maior parte do volume
total do pancreas e é formada por células secretoras agrupadas em &cinos serosos importantes
para a digestdo de carboidratos, lipideos e proteinas (Slack 1995; Axis 2010; Leung 2010;
Mastracci and Sussel 2012).

A porc¢do endocrina, por sua vez, representa a menor parte do volume total do pancreas
(aproximadamente 2%) e é formada por diferentes células que se organizam em corddes
celulares que se entrelacam com vasos sanguineos, formando as ilhotas de Langerhans. As
ilhotas sdo compostas por diferentes tipos de células, sendo essas, células B (~50-70% do
namero total de células da ilhota) responsaveis pela produgio de insulina, células o (~20-40%
do numero total de células da ilhota) responsaveis pela producdo de glucagon, células &
(~10% do numero total de células da ilhota) responsaveis pela producdo de somatostatina,
células PP (~10% do numero total de células da ilhota) responsaveis pela producdo de
polipeptideo pancreético e células & (~1% do numero total de células da ilhota) responsaveis
pela producdo de grelina. Essas células atuam na manutencdo da homeostasia glicémica (Orci
and Unger 1975; Slack 1995; Kim et al. 2009; Axis 2010; Leung 2010; Curi 2012; Mastracci
and Sussel 2012; Dolensek et al. 2015).

A maneira como essas células se organizam dentro das ilhotas é diferente entre cada
espécie. Por exemplo, em primatas, células B, o e & se encontram distribuidas por toda a
ilhota, enquanto em roedores as células B sdo encontradas no centro e as células a ¢ & na
periferia das ilhotas (Figura 1) e isso pode estar relacionado a ontogénese do tecido
pancreatico nessas diferentes espécies (Orci and Unger 1975; Wieczorek et al. 1998; Brissova
et al. 2005; Cabrera et al. 2006; Kim et al. 2009; Mastracci and Sussel 2012; Dolensek et al.
2015; Midhat H. Abdulreda et al. 2016; Campbell and Newgard 2021).
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Figura 1: Arquitetura da ilhota pancreatica em diferentes espécies. llhotas de roedores (rodent
islet) sdo compostas de 10-20% de células a, predominante na periferia da ilhota, e 65-80% de células
B predominante no centro da ilhota. As células 9, as células (PP) e as células € se encontram
espalhadas por toda a ilhota. As ilhotas humanas (human islet) possuem uma porcentagem maior de
células o, encontradas em toda ilhota, e uma porcentagem menor de células  do que os roedores.
Fonte: Campbell and Newgard, 2021 (Campbell and Newgard 2021).

A insulina, produzida pelas células B, ¢ o unico hormonio hipoglicemiante do
organismo, e seu processo de secrecdo é fortemente induzido por um aumento pés-prandial na
concentragdo plasmatica de glicose, definido como GSIS (glucose-stimulated insulin
secretion) (Campbell and Newgard 2021). Na GSIS o influxo de glicose nas células P,
mediado pelo transportador GLUT1 (humanos) ou GLUT2 (roedores) (De Vos et al,;
McCulloch et al. 2011), induz o processo de metabolizacdo da glicose para geracdo de ATP.
O consequente aumento da relagdo ATP/ADP induz o fechamento de canais de Katp (canais
de potéssio dependentes de ATP), presentes na membrana plasmatica levando a sua
despolarizacdo e consequente abertura dos canais de Ca?* dependentes de voltagem,
resultando em um influxo de Ca?*, que ativa a exocitose de granulos de secrecio de insulina
(Figura 2) (Gerber and Su; Westerlund and Bergsten 2001; Boron and Boulpaep 2012; Curi
2012; Rorsman and Braun 2013; Campbell and Newgard 2021). Outros fatores podem

estimular a secrecdo de insulina, como por exemplo, alguns aminoacidos (leucina e arginina),



acidos graxos e cetoacidos (o-cetoisocaproato), entretanto, sabe-se que a glicose é o melhor

secretagogo para insulina (Boron and Boulpaep 2012).
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Figura 2: Via de sinalizacio da GSIS. A captagédo de glicose nas células B ocorre via transportadores
GLUT1 (humano) ou GLUT?2 (roedores); A captacdo de glicose ndo é limitante da taxa de GSIS, mas
a taxa de metabolismo da glicose nas células B é controlada pela glucoquinase (GK), que determina a
entrada da glicose na via glicolitica, seguida de sua oxidag&o atraves do ciclo do acido tricarboxilico
(TCA) e subsequente geragdo de ATP. O metabolismo da glicose inicia a via de desencadeamento da
GSIS através de uma elevacdo na razdo ATP/ADP, resultando no fechamento da despolarizagdo da
membrana dos canais Kare € subsequente abertura dos canais de calcio dependentes de voltagem
(VGCC). O aumento resultante no célcio intracelular conduz a fase de desencadeamento da exocitose
dos granulos de insulina. Fonte: Campbell and Newgard, 2021 (Campbell and Newgard 2021).

1.2 Diabetes mellitus

O DM ¢ uma doenca metabdlica causada por defeitos na producdo da insulina (o
hormdnio hipoglicemiante), associado ou néo a resisténcia a insulina. Os individuos afetados
apresentam um quadro de hiperglicemia crénica e disfuncdo do metabolismo de proteinas,
carboidratos e lipideos (Sacks et al. 2011; Mastracci and Sussel 2012). Sabe-se que 0 DM tem
sido um problema de salde crescente no mundo, estima-se que em 2045 havera mais de 700

milhGes de pessoas vivendo com DM (Narayan et al. 2006; Atlas 2019). A hiperglicemia



cronica estd associada a inimeros danos, disfuncdes e falhas em diferentes érgéos, entre eles,
rins, olhos, nervos, coracdo e vasos sanguineos (Of and Mellitus 2014). Existem diferentes
tipos de DM, que diferem principalmente em sua etiologia e forma de tratamento. Entre os
tipos mais comuns, encontra-se o0 Diabetes mellitus do tipo 1 (DM1) e o Diabetes mellitus do
tipo 2 (DM2).

O DM1 corresponde a cerca de 10-15% do numero total de casos de DM (Daneman
2006; Of and Mellitus 2014), acometendo principalmente criancas, mas podendo ocorrer
também em qualquer idade (Daneman 2006; Jahromi and Eisenbarth 2007; Of and Mellitus
2014). Globalmente, tanto a incidéncia quanto a prevaléncia de DM1 aumenta cerca de 2-3%
ao ano (Maahs et al. 2010; Mayer-Davis et al. 2017) e grande parte desse aumento é
observado em criangcas menores de 15 anos, particularmente em menores de 5 anos (Chobot et
al. 2017).

E uma doenca autoimune caracterizada por uma destruicio especifica as células B
pancredticas induzindo disfuncdo e destruicdo dessas células por apoptose (Daneman 2006;
Eizirik et al. 2009; Insel et al. 2015; De Beeck and Eizirik 2016; DiMeglio et al. 2018). Essa
destruicdo autoimune se inicia por um processo que leva a uma inflamacdo nas ilhotas
pancredticas, conhecida como, insulite. O estabelecimento deste processo pode ser dividido
em trés partes: inducdo, amplificacdo e manutencdo. Na indugdo, injdrias contra as células p,
como por exemplo infecgBes virais, que levem a sua morte, liberagdo de citocinas pro-
inflamatorias como IL-1B, IFNy e TNF e superexpressdo de MHC de classe | promovem o
recrutamento e ativacdo de células apresentadoras de antigeno e células T reativas. Na
amplificacdo, essas células induzem a morte da célula p por meio da liberagdo de citocinas e
producdo de Oxido nitrico, os quais induzem a ativacdo de fatores de transcricdo que
desencadeiam vias apoptdticas, como estresse de reticulo endoplasméatico (RE). Na
manutencdo, a apoptose e fagocitose das células B aumentam a apresentacdo de antigenos
modificados a células T, mantendo a inflamacdo (Figura 3) (Kim and Polychronakos 2005;
Pirot et al. 2008; Eizirik et al. 2009).
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Figura 3: Processo de insulite na morte de células B. A inducdo da insulite é causada por injarias
contra células B, que leva ao recrutamento e ativacdo de APC e linfécitos T autoreativos. Na
amplificagdo, estes leucdcitos causam a morte de células f por quatro mecanismos: a) liberacéo de
citocinas pro-inflamatorias, que nas células  leva & producéo de mais citocinas, apresentacdo de MHC
I modificados, inducédo de estresse de RE e de vias de morte celular; b) liberacdo de espécies reativas
por macrofagos; c) liberagdo de perforina e granzimas por linfocitos T citotoxicos (CTL); e d) ligagdo
das moléculas Fas-FasL em células e CTL, respectivamente. Na fase de manutengao, a apoptose das
células B e sua fagocitose aumentam a apresentacdo de autoantigenos modificados aos linfocitos T e o
espalhamento de epitopo, com manutencdo da inflamacdo. Fonte: ilustrado por Almeida DC (Pirot et
al. 2008; Eizirik et al. 2009).

A etiologia do DM1 é multifatorial e por observacdo em modelos animais foi proposto
que sua progressao, até a instauracéo da hiperglicemia deve seguir trés estagios, sendo eles, 1-
predisposicdo genética, 2-evento precipitante e 3-progressao da doenca (Figura 4) (Eisenbarth
1986; Jahromi and Eisenbarth 2007; Atkinson et al. 2014; Insel et al. 2015; De Beeck and
Eizirik 2016; DiMeglio et al. 2018). Individuos que possuem pré-disposi¢do genética para
desenvolver DM1 ao sofrer um evento precipitante ou “gatilho”, que pode estar relacionado a
fatores ambientais, como por exemplo infecgdes virais, principalmente infeccdes por
enterovirus (Pirot et al. 2008; Eizirik et al. 2009; Pugliese et al. 2014; De Beeck and Eizirik
2016; DiMeglio et al. 2018; Atkinson et al. 2020), podem ter um ataque autoimune iniciado
em suas ilhotas pancreéticas. A partir do evento precipitante, ocorre o estagio pré-sintomatico



do DM1, apresentando autoimunidade, mas normoglicemia. Ao longo da progressdo da
doenca, a presenca de autoimunidade é acompanhada de hiperglicemia e ao aparecer 0s
sintomas de DM1 grande parte da massa funcional de células B ¢ diminuida (Eisenbarth 1986;
Jahromi and Eisenbarth 2007; Insel et al. 2015).
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Figura 4: Estagios de evolucdo do DM1. O grafico indica a massa funcional de células B durante 0
desenvolvimento do DM1 ao longo do tempo. A predisposi¢do genética é o primeiro evento necessario
para o desenvolvimento de DM1. O evento precipitante se manifesta como uma injdria as células
que ativa a autoimunidade, consequentemente dando inicio a progressdo clinica da doenca. No
primeiro estagio apresenta-se autoimunidade, normoglicemia e pré-sintomatico. No segundo estagio
apresenta-se autoimunidade, disglicemia e é assintomatico. No terceiro estigio apresenta-se
hiperglicemia e os sintomas de DM. Fonte: ilustrado por Almeida DC (Atkinson et al. 2014; Insel et
al. 2015).

Atualmente, a terapia para o controle dos niveis glicémicos de pacientes com DM1 € a
administracdo de doses diarias de insulina exdgena, dieta e exercicio fisico. O tratamento com
transplante de ilhotas de doadores cadavéricos também tem sido utilizado como uma
ferramenta terapéutica com relativo sucesso, porém ha ainda perda gradual da fungdo das
ilhotas (Shapiro et al. 2000, 2006). Esses resultados mostram que ainda temos que entender
melhor as vias de sinaliza¢do que regulam os processos de morte da célula f num ambiente

pré-inflamatorio, de forma a modular essas vias para fins terapéuticos.



1.3 O fator de transcricdo NF-xB na morte de células g

O fator de transcricdo NF-xB regula importantes vias celulares, incluindo vias de
sobrevivéncia celular (Luo et al. 2005), porém, quando ativado por citocinas pré-inflamatorias
em células B, apresenta um carater pro-apoptotico (Cnop et al. 2005; Eldor et al. 2006; Ortis
et al. 2006, 2008, 2010; Eizirik et al. 2009, 2012, 2020; Meyerovich et al. 2016). Nesse
contexto, NF-xB ativa a expressdao de uma série de genes envolvidos na morte da célula 3
(Cnop et al. 2005; Eizirik et al. 2009).

Nosso grupo mostrou que essa ativagdo pré-apoptdtica de NF-kB em células
apresenta caracteristicas relacionadas a uma ativacao diferenciada de quinases que regulam
suas atividades transcricionais. Deste modo, existe uma regulacdo diferencial do complexo
quinasico IKK (Ortis et al. 2012) e da ERK1/2 (Larsen et al. 2005; Ortis et al. 2012).

Entre as vias pré-apoptoticas reguladas por NF-«xB, esta a ativagdo do estresse de RE
(Meyerovich et al. 2016). A manutencdo da homeostase do RE tem papel importantissimo na
fun¢do da célula B. Em células B, a exposi¢do a citocinas pro-inflamatorias leva a uma
diminuicdo da atividade da bomba de célcio do RE (SERCAZ2b), pelo aumento da producdo de
NO, induzido por NF-xB (Cardozo et al. 2005). Isso faz com que haja uma diminui¢do na
concentragéo de Ca?* no RE, acarretando no acimulo de proteinas mal-enoveladas no interior
dessa organela, levando a ativacdo de uma resposta celular conhecida como Unfolded Protein
Response (UPR) (Cardozo et al. 2005; Eizirik et al. 2009; Meyerovich et al. 2016). A UPR é
um importante mecanismo para recuperacdao da homeostase do RE e da funcéo celular através
do aumento da capacidade de dobrar proteinas no RE e da diminuicdo da producdo de
proteinas em geral (Eizirik et al. 2009; Oslowski and Urano 2011; Hara et al. 2014;
Meyerovich et al. 2016). Quando a homeostasia do RE nédo é recuperada, por insultos muito
fortes e continuos, a estimulacdo da UPR pode levar a ativacdo de vias pro-apoptéticas e
morte da célula. No caso de células B, que sdao células com alta fung¢do secretéria e assim,
apresentam um RE com muita atividade sintética, elas sdo células sensiveis ao estresse de RE.
A ativacdo do estresse de RE por citocinas leva a inducgdo de vias pro-apoptaticas e contribui
para sua morte nessas condi¢cdes, sendo uma causa para a perda de células B observada no
DM1 (Cardozo et al. 2001; Mandrup-Poulsen 2001; Starling et al. 2005; Meyerovich et al.
2016, 2018).



1.4 Ativacdo de ERK1/2 em células g

A quinase regulada por sinal extracelular (ERK)1/2 é um membro da familia de
proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK), que sdo quinases do tipo serina/treonina.
Essas enzimas sdo ubiquas e apresentam muitos substratos, participando de inimeras vias de
transducéo de sinal, incluindo proliferagéo, diferenciacdo e morte celular (Yoon and Seger
2006; Lawrence et al. 2008; Cargnello and Roux 2011).

A ativacdo de ERK1/2 geralmente ocorre via fatores de crescimento (Hill and
Treisman 1995; Whitmarsh et al. 1995) e em menor grau pelo estresse celular, uma vez que
IL-1B mostrou ter um papel importante na ativagdo dessa quinase em alguns tipos celulares
(Saklatvala et al. 1996; Singh et al. 1996). Além disso, ERK1/2 é ativado pela glicose de
maneira dependente de Ca?* em células B e regula fatores de transcricio importantes para
expressdo do gene da insulina e sobrevivéncia dessas células (Briaud et al. 2003; Lawrence et
al. 2008).

Além disso, a ativagdo de ERKI1/2 parece mediar a resposta de células B aos
horménios da gravidez (Amaral et al. 2003, 2004). Camundongas prenhas knockout para
HNF-4a, ndo foram capazes de aumentar a proliferacdo de suas células B, evento comum
durante a prenhez em resposta a um aumento de resisténcia periférica a insulina. Este efeito
foi relacionado a uma reducéo na ativacao da via de sinalizacdo de Ras/ERK, importante para
essa resposta adaptativa na prenhez (Gupta et al. 2007).

Apesar de ter esse importante papel na manutencdo da viabilidade de células P, a
ativagdo de ERK1/2 por citocinas ou em um ambiente pro-inflamatério, como o da ilhota
durante a insulite (Eizirik et al. 2009; Figura 2), pode colaborar para a disfuncdo e morte
dessas células. A exposicdo de ilhotas ou células B a IL-1P leva a uma rapida ativacdo de
ERK1/2, o que é importante para uma inducdo mais rapida e com carater pré-apoptotico de
NF-kB (Ortis et al. 2006), e um aumento da producdo de NO (Larsen et al. 1998; Ortis et al.
2006; Kim et al. 2014).

1.5 MODY

O MODY (do inglés “Maturity-Onset Diabetes of the Young”) é um subtipo
monogénico de DM caracterizado por heranga autossémica dominante com inicio em idade
precoce - sendo frequentemente diagnosticado na infancia ou adolescéncia - causado por um

defeito primario da fung¢do de células f na GSIS (Fajans; Tattersall 1974; Fajans and Bell



2011; Of and Mellitus 2014). O MODY foi descrito inicialmente em 1974 como uma forma
de Diabetes familiar leve com heranca dominante (Tattersall 1974). Naquela época pouco se
sabia sobre a genética e a patogénese da doenca e isso gerou diagndsticos incorretos. Um
estudo realizado em populagédo infantil mostrou que 36% e 51% desses pacientes foram
diagnosticados com DM1 e DM2, respectivamente, quando na realidade tinham MODY
(Pihoker et al. 2013).

Atualmente, o MODY ¢ caracterizado como um tipo de DM estabelecido em
individuos com menos de 25 anos com presenca de diabetes em duas geragdes consecutivas,
auséncia de autoimunidade de células e secre¢do de insulina endogena sustentada. Apesar
de individuos com MODY terem um defeito priméario na GSIS, ndo ha perda da massa de
células B, como ocorre em DM1 (Ellard et al. 2008). E uma doenca com pouca incidéncia,
representando cerca de 1-5% de todos os casos de DM (Thanabalasingham et al. 2012; Kim
2015).

O desenvolvimento do MODY esté relacionado a mutacGes em 14 genes diferentes
resultando nos subtipos MODY 1-14 que codificam fatores importantes para funcéo de células
B (Vionnet et al. 1992; Yamagata et al. 1996; Group 1997; Kavvoura and Owen 2012;
Thanabalasingham et al. 2012; Yamagata 2014; Kim 2015; Ore 2018). O subtipo MODY1
esta relacionado a uma mutacdo no gene que codifica para o fator de transcricdo HNF-4a.
Mutacdes nesse gene ndo sdo tdo comuns, visto que o MODY1 representa de 5-10% de todos
0s casos de MODY. Esse tipo de MODY se manifesta através de uma lenta e progressiva
deficiéncia na producdo de insulina em longo prazo (Yamagata 2014) e isso ocorre devido ao

importante papel de HNF-4a na sobrevivéncia e fungio das células f.

1.6 Hepatocyte Nuclear Factor 4 alpha

O HNF-4a é um membro altamente conservado da superfamilia de receptores
nucleares (NR2A1). E um fator de transcricdo altamente expresso no figado, estando
associado a regulacdo da transcricdo de genes de hepatdcitos relacionados ao metabolismo
lipidico e da glicose, diferenciacdo e morfogénese. E também expresso nos rins, intestino e
pancreas (Sladek et al. 1990; Hayhurst et al. 2001; Babeu and Boudreau 2014). Além disso, o
HNF-4a parece ter um papel fundamental durante o desenvolvimento, visto que animais
knockout para HNF-4o sdo inviaveis desde a vida embriondria. ESses animais ndo se
desenvolvem por conta de atrasos e interrupcdes da gastrulacdo, desencadeando morte nas

celulas da ectoderme embrionaria no periodo de iniciacdo da formagdo da endoderme (Chen



et al. 1994).

Em humanos, 0 HNF-4a ¢ codificado por um gene localizado no brago longo do
cromossomo 20 (Aristidis A. Kritis 1996), a expressdo desse gene é transcricionalmente
regulada através da utilizacdo de dois promotores, conhecidos como P1 e P2, os quais sao
separados por mais de 45kb (Thomas et al. 2001). Existem seis isoformas reguladas (ou
transcritas) pela atividade P1, (ol a a6), resultantes de splicing alternativo. O promotor P2,
por sua vez, regula a expressdo de outras trés isoformas (a7 a 09) também obtidas por splicing
alternativo (Aristidis A. Kritis 1996; Drewes et al. 1996; Furuta et al. 1997; Nakhei et al.
1998; Thomas et al. 2001; Hansen et al. 2002; Shuying Jiang, Toshiya Tanaka, Hiroko
Iwanari et al. 2003; Oshima et al. 2007).

Diversos dominios funcionais comp8em a estrutura das isoformas, entre eles, um
dominio localizado na porcdo N-terminal conhecido como Activating/binding domain (A/B);
0 Activating function 1 (AF-1); o dominio de ligacdo ao DNA: DNA binding C domain
(DBD); um complexo funcional de ligagéo: Ligand binding E domain (LBD); uma interface
de dimerizacdo e transativacdo: Activating function 2 (AF-2) e um dominio de atividade
regulatéria negativa: F domain (F). Os transcritos regulados pelo promotor P2, o qual esta
presente na célula B, sdo menores na por¢do N-terminal, onde se encontra o dominio de
interacdo AF-1, dessa forma sua atividade de transativacdo é mais fraca em relacdo aos
transcritos regulados pelo promotor P1 (Figura 5) (Miura et al. 2006; Sato et al. 2012; Babeu
and Boudreau 2014; Lu 2016).

O efeito na disfuncdo da célula no MODY1 é devido, principalmente, ao HNF-4a
regular a expresséo de Kir6.2, uma subunidade do Katp (Sladek et al. 1990; Odom et al. 2004;
Gupta et al. 2005). O Kir6.2 tem um importante papel na homeostase da glicose, visto que
mutacdes desse gene induzem uma disfuncéo ou perda da funcdo do canal de Katp, levando a
niveis basais elevados de calcio (Miki et al. 1997, 1998; Koster et al. 2002). Esse importante
efeito na célula B também foi comprovado ao se avaliar um modelo animal knockout para
HNF-4a especifico em células B (induzido apds nascimento), que apresentou deficiéncia na

GSIS (Miura et al. 2006).
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Figura 5: Estrutura e diferentes isoformas do HNF-4a. O HNF-4a possui dois promotores (P1 e
P2) os quais direcionam nove isoformas (al-09) através de splicing alternativo. Essas isoformas sao
compostas por diferentes dominios, entre eles: Dominio A-B, localizado na por¢do N-terminal e
associado ao Dominio AF-1 (funcéo de interacéo e transativacdo; Dominio DBD (funcéo de ligacdo ao
DNA); Dominio LBD (complexo funcional de ligagdo); Dominio AF-2 (interface de dimerizagdo e
transativacdo) e Dominio F (atividade regulatdria negativa). Fonte: Babeu and Boudreau 2014 (Babeu
and Boudreau 2014).

Além disso, 0 HNF-40 tem um importante papel no controle da homeostase do RE,
uma vez que coordena a expressdo de proteinas como a X-box Binding Protein- 1 (XBP1),
que estabiliza e mantém a maquinaria de sintese celular no RE (Moore et al. 2016). Essa
significativa funcdo na homeostase do RE juntamente com a regulacdo de genes que
codificam proteinas importantes na secre¢do de insulina, faz com o HNF-4a seja
imprescindivel para a funcdo das células B e consequentemente para manutencao da glicemia

e metabolismo de glicose normais no organismo.



2. CONCLUSAO

Concluimos que a ativagdo e a expressao do fator de transcricdo HNF-4a ¢ modulado
temporalmente por citocinas pré-inflamatorias em células B e que o Seu silenciamento parece
prevenir a morte dessas células induzida por citocinas. Além disso, a expressdo de ERK1/2
fosforilada é inibida por HNF-40, uma vez que seu silenciamento aumentou a expressdo da p-
ERK1/2 induzida por citocinas. A via de ativacdo do NF-kB também é modulada pelo HNF-
4a. A ativacdo de NF-kB esta relacionada a ativacdo de vias pro-apoptoticas na célula B, que
ativam diferentes vias que contribuem para a morte das células B, como o estresse de RE. Até
0 momento, ndo mostramos que os efeitos observados pelo silenciamento de HNF-4a estdo

envolvidos com o estresse de RE, com o marcador e tempo avaliados.
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