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RESUMO

DIAS, C. Investigacdo sobre a ocorréncia de reprogramacdo fetal no desenvolvimento do
pancreas endocrino em modelo animal de diabetes mellitus tipo 1 [dissertacdo (Mestrado em
Biologia de Sistemas)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas; Universidade de Sao
Paulo, S&o Paulo; 2019.

Vérias evidéncias, incluindo as originadas de estudos anteriores do LBR&MEC, sugerem que
condicgdes adversas durante o desenvolvimento intrauterino promovam alteragcdes moleculares
e estruturais em drgdos e sistemas vitais podendo comprometer o seu funcionamento no
individuo adulto. A hiperglicemia é um fator que influencia negativamente o desenvolvimento
fetal, modificando processos bioldgicos importantes, como o padrdo de sintese e deposicdo
dos componentes da matriz extracelular (MEC). A MEC participa diretamente do processo de
ramificacdo e morfogénse do pancreas, e pouco € conhecido a respeito dos efeitos da
hiperglicemia materna sobre a MEC desse 6rgdo durante seu desenvolvimento. Investigamos
por meio de imuno-histoquimica como a hiperglicemia materna severa modifica a distribui¢ao
de panlaminina, das cadeias al eyl das lamininas e da integrina a3, moléculas da MEC que
desempenham um papel chave na diferenciacdo do pancreas enddcrino. Avaliamos o perfil
proliferativo das células presentes nas ilhotase ainda, a distribui¢do das células o e p por meio
da marcacdo de glucagon e insulina no pancreas de fetos de 19 dias. Analisamos por RT-
gPCRa expressao dos fatores de transcricdo Pdx1 e Pax4 que controlam o desenvolvimento e
diferenciacdo das células B pancreaticas. O modelo utilizado foi 0 de gestacdo complicada por
diabetes mellitusdo tipo 1 (DM1), desenvolvido por nosso grupo, quimicamente induzido por
aloxana sem tratamento de reposi¢do insulinica, em camundongos. Observamos que a
marcacdo de panlaminina e das cadeias ol e y1l das lamininas é mais fraca no pancreas
enddcrino dos fetos de maes hiperglicémicas, quando comparado ao grupo controle. Por outro
lado, vimos um aumento na deposicdo da integrina a3 na membrana basal das ilhotas
pancreéticas dos fetos gerados sob condicGes de hiperglicemia materna. O indice proliferativo
das células enddcrinas, observado por imuno-histoquimica para PCNA, também é menor
nesse grupo. Observamos um aumento da area de ilhotas fetais imunomarcadas para a
insulina, indicando aumento na massa de células B nessas ilhotas, enquanto que a area
imunomarcada para glucagon estava com marcagdo menos intensa no grupo experimental
comparado ao controle. Identificamos que aexpressdo relativa de Pdx1 é menor no pancreas
do grupo experimental comparado a expressao nos animais do grupo controle, enquanto a
expressao de Pax4 esta aumentada. Concluimos por meio de nossas abordagens histoquimicas

que a hiperglicemia materna altera a morfogénese do pancreas endécrino fetal modificando o



padrdo de deposicdo de moléculas da membrana basal peri-ilhotas, promovendo uma
diminuicdo da atividade proliferativa das células endocrinas, associada a alteracdes na
expressao de fatores de crescimento importantes para o estado diferenciado e proliferativo das
células B. Essas células apresentam aumento da massa funcional identificada pelo aumento da

deposicao de insulina no tecido pancreatico.

PALAVRAS-CHAVE: Diabetes Mellitus tipo 1. Matriz Extracelular. Reprogramacéo Fetal.

Histologia. Biologia do Desenvolvimento.



ABSTRACT

DIAS, C. Research about occurrence of fetal reprogramming in the development of endocrine
pancreas in animal model of type 1 diabetes mellitus [dissertation (Master’s degree in System
Biology)], Institute of Biomedical Sciences; University of Sdo Paulo, S&o Paulo; 2019.

Previous studies from our lab and others have shown that adverse conditions during
intrauterine development promotes molecular and structural changes in vital organs and
systems which may alter on their function in the adult individuals. Hyperglycemia impacts on
fetal development by modifying important biological processes, such as the pattern of
synthesis and deposition of extracellular matrix (ECM) components. ECM cooperates in
pancreatic branching and morphogenesis and little is known about the effect of maternal
hyperglycemia on the pancreas’ ECM during development. We investigate through
immunohistochemistry, how severe maternal hyperglycemia modifies the distribution of
panlaminin, lamininsal and y1 chains and integrin a3, ECM molecules that play a key role in
the differentiation of the endocrine pancreas. We evaluate the proliferative index of islet cells
and, o and B cells distribution, by glucagon and insulin fetal (E19.0) pancreas staining. We
analyzed by RT-qPCR the expression of the Pdx1 and Pax4 transcription factors that control
the development and differentiation of pancreatic  cells. The model used was created by our
group, a pregnancy model complicated by type 1diabetes mellitus (T1D) chemically induced
by alloxan without treatment of insulin replacement, in mice. We observed that the labeling of
panlaminin and laminins a1 and y1 chains is weaker in the endocrine pancreas of the fetuses
from hyperglycemic mothers. On the other hand, integrin a3 deposition increased in the
basement membrane of the pancreatic islets of the fetuses generated under maternal
hyperglycemia. Immunohistochemistry for PCNA showed lower proliferative index of
endocrine cells. There was an increase in the area of immunolabeled fetal islets indicating an
increase in B-cell mass in these islets; whereas the glucagon-immunolabeled area was smaller
in the experimental group compared to the control group. The relative expression of Pdx1 was
lower in the pancreas from the experimental group, and the Pax4 expression was increased.
We conclude from our histochemical approaches that maternal hyperglycemia alters fetal
endocrine pancreas morphogenesis by modifying the pattern of peri-islet basement membrane
molecules, promoting a decrease in endocrine cell proliferative activity associated with
changes in the expression of important growth factors for the differentiated and proliferative
state of the B-cells. These cells have increased functional mass identified by increased insulin

deposition in pancreatic tissue.



KEY WORDS: Type 1 Diabetes Mellitus. Extracellular Matrix. Fetal Reprogramming.
Histology. Development Biology.
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1 INTRODUCAO

O péncreas € uma glandula mista essencial para o metabolismo de nutrientes. Possui
uma porcao exocrina, composta por acinos que secretam enzimas digestivas e por uma por¢ao
enddcrina, formada pelas ilhotas pancreaticas que abrigam as células o, B, vy, € e PP
responsaveis pela homeostase da glicose (2). Em camundongos, o desenvolvimento
pancredtico torna-se morfologicamente evidente em torno do 9° dia embrionario, quando a
superficie epitelial comeca a se formar, alongando-se em ramos. A Matriz extracelular (MEC)
participa diretamente do processo de morfogénese do pancreas promovendo adesdo das
células precursoras pancreaticas, e pela interacdo de seus componentes com vias de
sinalizac&o importantes para a diferenciacdo e proliferacéo celular (2).

O Retardo de crescimento intrauterino € uma alteracdo frequente em modelos murinos
de gestacdo complicada por diabetes. De modo geral, os fetos apresentam baixo peso corpéreo
e menor volume pancreatico, embora a porcentagem de tecido enddcrino esteja aumentada, o
que pode ser considerado um quadro de insuficiéncia pancreatica (3).

Esses fenbmenos adaptativos sdo considerados mecanismos de reprogramacao fetal
(4). A teoria da reprogramacdo do desenvolvimento embrionario e fetal foi postulada por
David J. Baker no inicio dos anos 90 (4). Por meio de um estudo coorte, Baker mostrou que
filhos de maes malnutridas no periodo perinatal, ttm maior predisposicdo a desenvolver
doencas cardiovasculares e metabolicas ao longo da vida adulta, devido a mecanismos
adaptativos adotados durante a vida intrauterina para garantir sua sobrevivéncia (4). Barker
também correlacionou o surgimento de hiperinsulinemia e resisténcia a insulina em
individuos adultos ao diabetes materno, indicando que essa doenga pode estimular a
reprogramacao nos fetos (4).

O Diabetes mellitus (DM) € caracterizado pela hiperglicemia ocasionada por defeitos
na secrecao e/ou agdo da insulina nas células alvo (3). Sao classificados trés tipos principais,
sendo eles: Tipo 1 (DM1), Tipo 2 (DM2) e Diabetes Gestacional (DMG) (5)(6)(7).0
desenvolvimento e a progressdo dos trés tipos de diabetes apresentam componentes genéticos,
porém, fatores ambientais também estdo intimamente relacionados a disfuncao e/ou morte das
células B pancreaticas produtoras de insulina (7). O DM1 tem baixa prevaléncia, mas
aproximadamente 86.000 individuos desenvolvem essa doenca a cada ano mundialmente (7).
Em decorréncia da hiperglicemia cronica podem ocorrer sérias complicaces, dentre elas
desordens reprodutivas e comprometimento da organogénese em fetos gerados por mées
hiperglicémicas (7)(8). A MEC participa diretamente da morfogénese, ramificacdo e do

comportamento celular do pancreas em desenvolvimento (9).As lamininasl1l, 211, 221, 411
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e 421 presentes na MEC pancreética de roedores sdo essenciais para a adesdo e proliferagéo,
como também para a secrecdo de insulina pelas células p (10). J& a integrina a3 atua como
receptor para lamininas e desempenha um papel essencial no desenvolvimento das células 3
regulando sua sobrevivéncia e fungéo (11).

Dada a importancia da MEC para o desenvolvimento e funcdo adequados do pancreas
(12) e sabendo que o DM1 é uma condicdo que pode influenciar o desenvolvimento fetal
alterando os componentes de MEC (12)(13)(14), hipotetizamos que a hiperglicemia materna
poderia modificar a deposicdo das cadeias al e yl das principais lamininas presentes no
pancreas fetal, assim como da integrina a3 no pancreas enddcrino dos fetos, e ter impacto na
expressdo de fatores de transcrigdo importantes para a diferenciagéo e proliferagdo de células
B pancreaticas fetais, como Pdx1 e Pax4.

Nossa hipotese foi investigada em péancreas de fetos de camundongos de 19 dias
provindos de um modelo de gestagdo complicada por hiperglicemia, tipo DM1 de curto prazo

(30-50 dias) quimicamente induzido sem reposicdo insulinica (13)(15)(16).
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1.Diabetes mellitus

A glicose é a principal fonte de energia e é essencial para o funcionamento dos
sistemas organicos (17). Em individuos saudaveis em jejum, os niveis de glicose sanguinea
variam entre 70 a 99 mg/dL. Essa regulacdo, € mantida principalmente por hormdnios
produzidos pelo pancreas, com destaque para a insulina, peptidio secretado pelas células B
pancreaticas presentes nas ilhotas de Langerhans, que atua como facilitador na captacdo de
glicose pelos tecidos responsivos, regulador do metabolismo de carboidratos, lipidios e
proteinas e fator de crescimento por seus efeitos mitogénicos (18).

O Diabetes mellitus (DM) é caracterizado pelos altos niveis de glicose sanguinea,
causada por defeitos na secrecdo e/ou acdo da insulina nas células alvo (18). Esse disturbio
insulinico provoca alteragdes metabolicas caracterizadas principalmente pela hiperglicemia
crénica, levando ao comprometimento de 6rgaos e sistemas, conforme o tempo e progressao
da doenca (19)(20)(21).

O DM é uma das doencas que apresentam maior crescimento em nimero de casos nos
altimos anos em varios paises, principalmente nos paises em desenvolvimento (22). A
auséncia de habitos alimentares saudaveis, aumento do sedentarismo, obesidade, adocédo de
novos estilos de vida, crescimento e envelhecimento da populacdo entre outros fatores, tém
contribuido para o aparecimento e prevaléncia da doenca (23). No ano de 2000, o nimero de
adultos jovens com idade entre 20 e 30 anos com DM era de aproximadamente 171 milhdes
(22). Estudos demonstraram que a estimativa para o ano de 2025 é de 334 milhGes de pessoas
com diabetes em todo o mundo (22). Enquanto isso, no Brasil no ano de 2017, o nimero de
individuos com diabetes dentre as idades de 20 a 79 anos foi avaliado em 12,5 milhdes, com
previsdo de chegar a 20,3 milhdes em 2045 (24).

Existem diferentes tipos de DM, que podem ser classificados de acordo com sua
etiologia, as principais formas de DM sdo:DM do tipo 1 (DM1),DM do tipo 2 (DM2) e 0 DM
gestacional (DMG) (17).

2.1.1 Diabetes mellitus do tipo 1
O quadro de hiperglicemia visto nesse tipo de DM € devido a baixa ou escassa
producdo de insulina apo6s a morte das células beta pancreaticas (17). Essa deficiéncia

insulinica ocorre depois da destrui¢do das células B pelo sistema imunologico. O individuo
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pode desenvolver DM1 em qualquer fase da vida, mas a prevaléncia para o aparecimento da
doenca € na infancia e adolescéncia (21).

O numero de casos de DM1 é menor comparado ao DM2, porém, segundo a
Federacdo Internacional de Diabetes, em 2014 havia 387 milhdes de individuos com diabetes
em todo o mundo, dos quais aproximadamente 10% desses foram diagnosticados com DM1,
sendo que 480.000 eram criangas (5)(25)(26)(27).

Ainda ndo se conhece exatamente todos 0s mecanismos que levam a destruicdo das
células B e consequente instalagio do DMI1, mas, alguns fatores como a predisposicao
genética, hereditariedade, infecgcdes virais, exposicdo a toxinas, dieta, vacinas e fatores
ambientais parecem estar envolvidos com o desenvolvimento do ataque autoimune contra as
células B pancreaticas (28)(29)(30). A destruicdo autoimune dessas células é marcada pela
presenca de auto anticorpos para células das ilhotas, para a insulina, acido glutdmico
descarboxilase, proteina 2 associada ao insulinoma e transportador 8 de zinco, e acontecem
em 2 fases (31). No primeiro momento de destrui¢do, de forma simplificada, evidencia-se a
presenca de infiltrado linfocitario composto por células TCD4 e TCD8, linfocitos B e
macrdfagos na regido das ilhotas, caracterizando um quadro de insulite (32). Na segunda fase,
a destruicéo celular é mais significativa, pois, além da liberacéo de substancias que estimulam
a apoptose das células B, ocorre o recrutamento de novos grupos celulares do tipo T com
fendtipos agressivos, que se direcionam ao loco inflamatorio inicial e promovem a destruicdo
das células restantes (32)(28).

2.1.1.1 Diabetes mellitus do tipo 2

DM2 corresponde a aproximadamente 90% dos casos de DM no mundo, com maior
incidéncia em adultos (33).

A hiperglicemia do DM2 decorre de um quadro de resisténcia a insulina promovida
por alteracbes na via de sinalizacdo desse hormonio (34)(35). Essa resisténcia diminui o
transporte de glicose para as células alvo, como as células hepéticas, musculares e adiposas,
elevando os niveis de glicose circulantes. Para manter os niveis glicémicos normais, as células
B sdo estimuladas a produzir maior quantidade de insulina (hiperinsulinemia compensatoria),
porém, a alta demanda na producdo de insulina pode levar essas células a disfuncédo e ou
morte, inviabilizando a producdo de quantidades suficientes do hormoénio para a manutencgao

dos niveis glicémicos normais (36).

2.1.1.1.1 Diabetes gestacional
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A etiologia do DMG é semelhante ao DM2, ocorrendo devido a diminuicdo da
sensibilidade a insulina observada durante o periodo gestacional, podendo ou ndo continuar
apos o parto (37). A resisténcia a insulina observada em gestantes ocorre em consequéncia da
producdo aumentada de alguns hormdénios importantes para a gravidez, mas que atuam
também como contra reguladores insulinicos como: lactogénico placentério, cortisol,
estrdgeno, progesterona e prolactina. Dessa forma o organismo materno mantém os niveis de
glicose suficientes para atender as necessidades do embrido/feto em desenvolvimento. Como
no DM2, caso essa resisténcia ndo seja compensada pelo aumento da secre¢do de insulina

pelas células B, havera a hiperglicemia materna (37)(38)(39).

2.2 Diabetes e o desenvolvimento

GestacOes hiperglicémicas estdo associadas a um alto indice de perdas embrionarias,
malformaces, partos prematuros, pré-eclampsia, restricdo do crescimento intrauterino,
macrossomia e comprometimento do desenvolvimento embrionario (40)(41). Por exemplo,
gestacdes humanas com DML severo com presenca de vasculopatia, apresentam placentas e
fetos pequenos e mais leves comparados a gestacdes de mulheres normoglicémicas, enquanto
gue na auséncia de vasculopatia, os fetos sdo maiores quando comparados com os controles,
semelhante ao apresentado em gestacdes de mulheres com DM2 ou DMG (41). Ja em
modelos de DMG em ratos, 0 quadro apresenta-se inverso, visto que o retardo de crescimento
intrauterino € uma alteracdo frequente nesse modelo de diabetes (3).

Essas informagdes sugerem gque embora o crescimento fetal seja estimulado por varios
mecanismos, incluindo o aumento da concentracdo de insulina em resposta a glicose materna
(macrossomia), as complicacdes associadas ao DM variam conforme o tipo, progressédo da
doenca e controle glicémico, e podem modificar o padrdo de desenvolvimento dos fetos,
como é o caso da presenca de vasculopatia, que estd relacionada a restricdo do crescimento
fetal, por dificultar o transporte de oxigénio e nutrientes pela placenta, embora haja abundante
oferta de glicose (42).

Além dessas alteracbes, o0 diabetes materno promove modificacdes no
desenvolvimento embrionario/fetal, que podem levar a complicacdes na vida adulta (41)(43).
Orgéos importantes como rins e coracio sdo afetados pela hiperglicemia materna, nos quais
modifica¢Bes estruturais sdo observadas, como por exemplo,o espessamento da tUnica intima
da aorta, 0 aumento da massa ventricular, espessamento das membranas basais glomerulares,
além de perturbacbes neuroenddcrinas (44)(45)(46). Esse conjunto de alteracdes adaptativas

promovidas pela hiperglicemia materna € indicativo de reprogramacao fetal (43)(47)(48).
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2.2.1 Teoria da reprogramacao fetal

A teoria da reprogramacao fetal, assim intitulada em 1996, tem como base estudos
epidemioldgicos de coorte retrospectivos realizado pelo pesquisador David Barker utilizando
dados de individuos que morreram por doencas coronarianas entre os anos 1968 a 1978 em
paises Europeus (4)(49). Essa teoria propGe que o ambiente intrauterino adverso pode
estimular mudancas epigenéticas no desenvolvimento do feto, que o auxiliam na adaptacdo ao
ambiente em que estd exposto, como forma de reprogramacéo. Essas modificacbes benéficas
durante o desenvolvimento intrauterino, ap6s o nascimento podem o predispor a complicacdes
no decorrer do desenvolvimento pos-natal e na vida adulta, dependentes do ambiente
(4)(49)(50)(51)(52).

Em suas pesquisas, Barker correlacionou mortes por doengas coronarianas de
individuos que haviam sido expostos a desnutricdo materna no periodo embrionario (4).
Barker e seus colaboradores também associaram o desenvolvimento de doencgas metabdlicas
em individuos adultos que apresentaram baixo peso ao nascer devido as condicdes
fisicas/nutricionais das mdes no momento da gestacao (4). A partir desses estudos, originou-se
a hipotese do “Fenotipo Poupador”(Figura 1), a qual propde que o feto é capaz de se adaptar a
um ambiente intrauterino com poucos suprimentos energéticos. Esse processo adaptativo,
entretanto, pode levar ao favorecimento metabdlico de 6rgdos nobres em detrimento de
outros, promovendo alteragdes pertinentes no crescimento e fung¢éo dos tecidos, as quais irdo
implicar no aparecimento de doencas no individuo (4).

Atualmente esses conceitos estdo bem consolidados na literatura tanto por meio de
evidéncias epidemioldgicas quanto experimentais utilizando modelos animais, que mostraram
que sistemas metabolicos, enddcrinos, imunes, e 0Orgdos importantes podem ter seu
desenvolvimento afetado por condicdes externas relacionadas a mae durante o periodo
gestacional (53)(54)(55)(56).

O pancreas é um oOrgao que pode sofrer modificaces por meio de adversidades
durante o desenvolvimento, como por exemplo, pela exposi¢do a hiperglicemia do DM (3).
Proles geradas por maes diabéticas apresentam alteracfes pancreaticas fenotipicas como
diminuicdo do peso pancredtico com aumento da porcentagem de tecido enddcrino, além de

hiperplasia e hipertrofia das celulas enddcrinas, principalmente de células p (3).
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Figura 1. Representacdo esquematica das principais caracteristicas da Hipotese
do "fenétipo poupador"'.
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Referéncia a etiologia do DM 2 e descri¢do sugestiva de que a sindrome metabdlica pode ter origens
relacionadas as falhas no crescimento e desenvolvimento embrionario/fetal. Fonte: Adaptado de Hales
CN, Barker DJ, et al (1992).

2.2.2 Pancreas

O péancreas é um oOrgdo fusiforme localizado retroperitonealmente no quadrante
superior esquerdo do abddémen, atrads do estdbmago, sendo divido em cabeca, corpo, colo e
calda (57)(58)(59).

E um 6rgdo com dupla funcionalidade possuindo em seus lobos porgdes de secre¢éo
exocrina e enddcrina, do qual a primeira corresponde de 96 a 99 % do volume total do érgao
(57). A porcdo exocrina tem funcdo digestoria e € composta por células piramidais, que
formam clusters (acinos), envolvidos na sintese e secre¢do de varias enzimas (59). A porgéo

pancredtica endocrina tem como funcdo a producdo de horménios atuantes na homeostase
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glicémica, representa de 1 a 4 % do volume pancreético e € formada pelas ilhotas de
Langerhans (60).

2.2.2.2 llhotas de Langerhans

A ilhota de Langerhans é uma estrutura com morfologia oval ou arredondada com
distribuicdo por todo o pancreas em meio aos acinos e em maior quantidade na porgdo caudal
(59). E constituida de 5 tipos celulares, sendo: células o produtoras de glucagon, p produtoras
de insulina, y que sintetizam somatostatina, ¢ grelina e por células PP que sintetizam o
polipeptideo pancreatico (2)(12).

A organizagdo histoldgica e a disposicdo das células nas ilhotas sofrem modificacdes
conforme o desenvolvimento e a maturacdo do pancreas endocrino (61), enquanto que em
animais com diabetes, alteragdes na morfologia e na citoarquitetura das ilhotas também s&o
observadas (62)(63).

Ilhotas de murinos possuem morfologia e distribuicdo celular diferente das humanas
(64). Na maioria das ilhotas humanas, hd contato intimo entre células a ¢ B que estdo
espalhadas dentro da ilhota, enquanto que em roedores, essas células ttm menor contato, pois,
as células P estdo localizadas centralmente enquanto as a, na periferia das ilhotas (64)(65).

Estudos mostram que as células a podem estimular a fungdo das células B (66). Diante
desse aspecto correlacionado a morfologia dessas ilhotas, acredita-se que esse seja um dos
motivos pelos quais ilhotas humanas sdo mais sensiveis a glicose em comparacao as ilhotas
dos murinos (66). Alem disso, em roedores, ha ilhotas compostas somente por células B e
outras por células ndo beta, diferente do que ocorre com as ilhotas humanas, que tem uma
distribuicdo das células enddcrinas nas ilhotas de forma mais homogénea (66).

As ilhotas sdo muito vascularizadas e recebem mais sangue que a por¢do exocrina do
pancreas (67). Dependendo do tamanho da ilhota, 1 a 5 arteriolas participam da irrigacéo e se
dividem em capilares fenestrados formando uma rede capilar (68)(67). Acredita-se que em
camundongos, a irrigagdo dessas ilhotas seja realizada da periferia para o centro, do centro
para a periferia ou de um polo para o outro da ilhota (69)(70)(71).

As ilhotas sdo ricamente inervadas pelos sistemas parassimpaticos, simpaticos e
sensitivos (72)(73)(74). Embora esses nervos ndo facam sinapses com células alvo nas ilhotas,
seus neurotransmissores regulam a secrecdo de insulina, assim como dos demais hormonios,
permitindo que elas funcionem como uma unidade (72)(73)(74).

Além da rica vascularizacdo e da inervacdo dessas ilhotas, a matriz extracelular

também desempenha papel importante na manutencdo da estrutura, sobrevivéncia e
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proliferacdo das ilhotas (75). A MEC separa as ilhotas do tecido exdcrino por uma céapsula
(MB peri-ilhota), composta por duas camadas de membrana basal no qual ao meio delas
encontram-se fibroblastos e fibras de colageno (76). Além disso, permite a comunicagdo das
células das ilhotas com o tecido adjacente por meio da interacdo de seus componentes
(75)(77).

Figura 2. Representacdo esquematica da ilhota pancreatica e da
membrana basal peri-ilhota

Matriz intersticial

Colageno tipo IV
Lamininas, HSPG

Células endocinas

A MB é predominante no pancreas circundando 0s acinos, 0s vasos sanguineos e as ilhotas, enquanto a
matriz intersticial é limitada nesse 6rgdo. Fonte: Adaptado de Bogdani M, et al (2014) (78).
2.2.2.2.2 Células p

A célula B é a mais numerosa das células dentro das ilhotas, correspondendo a 50-70%
das células enddcrinas no pancreas humano e 60-80% em camundongos, ja as células a,
correspondem 20-40% nas ilhotas humanas e 10 a 20% em camundongos (79). As demais
células estdo em menor ndmero, representando menos de 5% das células endocrinas dos
roedores (79)(80)(81). No periodo embrionario/fetal essas células sofrem diferenciacdo,
porém, somente apos o periodo pos-natal passam por processos de maturacéo e sao capazes de
respostas eficazes as alteracGes de glicose (82)(83)(84). Alguns fatores de transcrigdo como

MafA, Pdx-1, Neurodl regulam o processo de maturacéo e diferenciacao dessas células (85).
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Apb6s maturagdo, elas passam a se proliferar dentro das ilhotas promovendo aumento
de sua massa (86). Dados mais recentes baseados em rastreamento genético mostraram que as
células B pré-existentes sdo a principal fonte de novas células (82)(87), enquanto que outros
estudos afirmam que a neogénese também € um evento importante para a expansao da massa
de células B (86). J& no caso de danos, algumas teorias baseadas em estudos histolégicos
defendem o processo proliferativo das células f por meio da diferenciagdo de células tronco
residentes nos ductos pancreaticos, dentro das ilhotas e medula dssea por transdiferenciacao
de células acinares em células enddcrinas (88)(89).

Além dos estudos sobre a maturacdo e proliferacdo das células B, esforcos para
elucidar os mecanismos de diferenciacdo dessas células tem sido aplicados diante da crescente
oportunidade de terapia celular para tratamento do diabetes, por meio de transplantes de
ilhotas (90). Os mecanismos de diferenciacdo dessas células € altamente complexo e exige a
participacdo de diversos genes como Ngn3, Nkx2.2 e Nkx61, proteinas transportadoras de
glicose 2 (GLUT2), MafA,Cx36 e Pax4, sendo esse ultimo expresso principalmente por
células com comprometimento enddcrino e que se diferenciardo em células B ou &
(91)(92)(93)(94).

2.3. Desenvolvimento Pancreatico

O Pancreas forma-se a partir de duas evaginacgdes do revestimento duodenal (12)(95).
Em camundongos, a expressao de Pdx1, por volta do 8° e 9° dia embrionario sinaliza as
células do endoderma a se diferenciarem nos primeiros brotos pancreéaticos (96)(97).

O primeiro sinal de ramificacdo do pancreas se torna aparente no embrido em
desenvolvimento quando a superficie epitelial comeca a se formar, alongando-se em ramos
(12). Em roedores essas ramificag0es séo vistas por volta do 11° dia de gestacdo, e no 15° dia
0 pancreas enddcrino desses animais ja apresenta secrecdo de insulina pelas células B (98).

As porgOes dorsais e ventrais do pancreas derivam do mesoderma do futuro aparelho
gastrointestinal superior do embrido. A porcdo dorsal recebe sinais mesodérmicos, sinais
derivados da notocorda, da aorta dorsal e posteriormente do seu préprio mesénquima (99). A
porc¢do ventral tem seu inicio no 10° dia gestacional e recebe sinais moleculares provindos do
mesoderma lateral, mesoderma cardiaco e do septo transverso (99).

No 12.5° dia, em roedores ocorre a fusdo da por¢do ventral e dorsal apds a rotacdo do
futuro trato gastrointestinal, enquanto que em humanos esse evento ocorre por volta da 37°
dia de gestacdo (100). Concomitante a esse processo, as células continuam a se proliferar,

aumentando o tamanho dos brotos formados, que passam a ter uma morfologia tubular
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ramificada (100). Essas alteragdes morfoldgicas sdo seguidas da proliferacdo e diferenciacéo
de células enddcrinas primordiais, que em primeiro momento estdo inseridas entre as células
acinares e ductais e mantém contato com o Iimen (100). Essas células passam a se diferenciar
em percursores enddcrinos apds expressao do fator de transcricdo pro-endécrino Ngn3,
seguido da perda das juncdes de adesdo tipicamente vistas no epitélio (100). Em seguida, se
juntam em forma de corddes lineares préximos de vasos e ductos, configurando as futuras
ilhotas de Langerhans (91)(100).

Mediando as interagdes com o tecido mesenquimal adjacente e a expressao de fatores
de transcricdo importantes para o desenvolvimento do pancreas, estd a matriz extracelular,
especialmente a membrana basal cujo seus componentes, principalmente as lamininas e
integrinas desempenham um papel crucial na proliferacéo, diferenciagdo e funcao das célulasp
(101). Além disso, a MEC auxilia a morfogénese pancreatica, a migracdo e agregacdo dos
precursores enddcrinos e exdécrinos,e a organizacdo estrutural das ilhotas (102). Esses
processos ocorrem principalmente por meio da interacdo de seus componentes; pela
participacdo de metaloproteinases como MMP2 e MMP9 e suas proteinas inibidoras (TIMPS)

e pela expressdo de fatores de crescimento importantes como TGF B (102) (Figura 3).
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Figura 3. Representacdo esquematica simplificada da participacdo da MEC no
desenvolvimento do pancreas endécrino
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Os precursores pancreaticos migram através da membrana basal, se diferenciam em células enddcrinas
ou exocrinas. As interacdes especializadas da MEC e integrina permitem a adesdo e migracdo de
células enddcrinas para formar as ilhotas de Langerhans. Fonte: Adaptado de Krishnamurthy M, et al (
2009)

2.4 Matriz extracelular

A Matriz extracelular (MEC) € um arcabou¢o macromolecular presente em todos os
orgdos e tecidos (103). Cada um deles possui uma MEC com composicdo distinta que é
formada ainda nos estagios iniciais da embriogénese, sendo essencial para 0 seu
desenvolvimento e sobrevivéncia (103). Além disso, desempenha papeis importantes nos
processos de diferenciacdo, proliferacdo, adesao, migracao e sobrevivéncia celular (104)(105).
E classificada em matriz intersticial e membrana basal (MB) (103). A Matriz intersticial
compreende todo o espago intercelular existente, o qual os preenche conferindo sustentagdo
para as células (103).

Dentre seus constituintes estdo os proteoglicanos (PGs), colagenos, tenascina C,

elastina, fibronectina e os glicosaminoglicanos e mediando as interagdes célula-matriz estdo
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as integrinas. Juntos esses componentes ndo sO auxiliam na formacdo de estruturas
tridimensionais como também fornecem suporte biomecéanico para manter a integridade e
organizacéo do tecido, e manutencdo da homeostase (106)(107).

A membrana basal (MB) é uma estrutura delgada representada pela MEC
especializada em forma de lamina presente na interface entre os tecidos epitelial e conjuntivo
(108). Exerce fungbes importantes no comportamento celular como aderéncia das células
epiteliais; comunicacdo dessas células com o tecido conjuntivo adjacente; influéncia na
polaridade celular; selecdo de moléculas e interagdo com fatores de transcricdo participando
assim do metabolismo (108). E composta por colageno tipo IV, proteoglicanos de heparam
sulfato (HSPGs) nidogenio, entactinas e lamininas (109).

A laminina compreende uma familia de glicoproteinas heterotriméricas compostas
pelas cadeias o (400 kD), B (210 kDa e y (200 kDa) (110)(111) (Figura 4). Suas cadeias
podem se combinar em 15 lamininas diferentes, que sdo em parte, expressas de forma
especifica em cada célula e tecido. E um dos compontes principais das MBs e de fundamental
importancia no desenvolvimento embrionario, além de ter um papel importante em processos
de diferenciacdo, migracdo e adesdo celular (112)(113). Destaca-se aqui a relevancia das
lamininas 111 (formada pelas cadeias al, B1 ¢ y1) devido a sua participacdo na morfogénese
pancreatica de camundongos e, em particular, na diferenciacdo e sobrevivéncia das células
(10).

Integrinas sdo proteinas transmembranares atuantes como receptores de superficie
celular pertencentes ao grupo de moléculas de adesdo celular (CAMs) (114). Séo
heterodiméricas, compostas por uma cadeia o e uma cadeia B, as quais estdo ligadas entre si
(114). Cada subunidade consiste de um dominio extracelular, uma regido transmembranar e
uma pequena regido citoplasmatica, que permite a interacdo das células com o meio
extracelular e vice-versa (114). Os dominios N-terminais da cadeia o e da cadeia B unem-se
formando uma estrutura globular, que é responsavel pela ligacdo ao ligante extracelular que
podem ser fibronectinas, coladgenos e lamininas (115). As integrinas sdo mediadoras das
interacbes entre as células e a MEC, participando diretamente da migracdo, adesdo,
proliferacdo, sinalizacdo e morfogénese celular e desempenhando um importante papel em

processos como cicatrizacao, inflamacéo, cancer e embriogénese (115) (Figura 5).
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Figura 4. Representacao esquematica simplificada das lamininas
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Cada laminina é formada por 3 cadeias o, e vy e se liga a componentes da matriz extracelular.
Fonte: Adaptado de Bio Files (2008) (116).

Figura 5. Representacao esquematica das integrinas
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As integrinas possuem 2 cadeias, sendo uma o ¢ uma . A porgdo extracelular se liga a MEC
enquanto que a porcao citoplasmatica interage com moléculas sinalizadoras como FAK, src,
Pax. Fonte: Adaptado de Krishnamurthy M, et al ( 2009).
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2.4.1 Matriz extracelular e o desenvolvimento pancreatico

A MEC participa diretamente do processo de ramificacdo, morfogénese e
comportamento celular pancreatico (98). A matriz extracelular intersticial € limitada no
pancreas e ocorre como uma fina camada subjacente e externa a MB peri-ilhotas (98). O
oposto acontece com as membranas basais, que séo predominantes e estdo presentes em torno
das células acinares, ao redor dos vasos sanguineos e ductos, e ao redor das ilhotas
pancreaticas (78).

A MB ¢ essencial para o desenvolvimento e sobrevivéncia das células das ilhotas
(117). Estudos com ilhotas isoladas mantidas em meio condicionado com componentes da
membrana basal, mostram que essas ilhotas produzem maior nimero de células funcionais,
passam a expressar menos caspase 3, e apresentam maior atividade de AKT, regulacéo
positiva de integrina a3 e preservacdo da expressdo de Pdx1 quando comparadas as ilhotas em
suspensdo (117). Dentre os componentes da membrana basal, salientamos nesse trabalho a
importancia da laminina 111 para o desenvolvimento pancreatico da integrina a3 como seu
ligante (118).

2.4.1.1Laminina 111

A laminina 111, conhecida antigamente por Laminina 1, tem sido descrita como
componente importante em diversos processos embriogénicos, incluindo a diferenciacéo e
ramificacdo pancreética (119). O uso de anticorpos para o blogueio funcional da laminina 111
mostrou uma reducao na expressdo de marcadores acinares iniciais retardando a ramificacdo
pancredtica (119)(120).

Laminina 111, presente na MB pancredtica das ilhotas de roedores € essencial para a
adesdo, proliferacdo e também para a secrecdo de insulina pelas células p (10). Estudos in
vitro utilizando celulas de fetos de camundongo de 13.5° dia embrionario, mostraram que
apos 4 dias na presenca de colagenos e fibronectina as ilhotas sofreram diminuicdo no nimero
total de células, enquanto que em meio contendo laminina 111, o numero de células mostrou-
se aumentado, em decorrénciada proliferacdo das células B (10)(121). Outros estudos in vitro
com linhagens celulares humanas também mostraram que essas células foram capazes de se
diferenciar em células enddcrinas a partir de células ductais em meio contendo laminina 111

de camundongo (122).

2.4.1.1.1Integrina a3



37

A integrina a3p1 representa em média 50% das integrinas B expressas no pancreas
enddcrino em desenvolvimento (123). Atua como receptor para lamininas e desempenha um
papel essencial para o desenvolvimento das células B pancreaticas regulando sua
sobrevivéncia e funcdo (124). O bloqueio da integrina a3 por anticorpos ou 0 seu
silenciamento por RNA de interferéncia em ilhotas humanas isoladas, adultas e fetais, e em
células INS-1 provocam a diminuic¢do da adesdo e proliferacdo celular (11)(125). Além disso,
promove a reducdo da expressdo do fator de transcricdo PDX1 pelas células pancreaticas e
diminuicdo da secrecdo de insulina por parte das células B (11). Em ilhotas fetais humanas, a
subunidade a3 da integrina regula a expressdo de PDX1 de células progenitoras epiteliais
pancreatias (125), além de ter maior expressdo em ilhotas em estagios avancados de
maturacdo, 0 que indica que sua participacdo é importante para a formacdo de massa
funcional dessas ilhotas (118).

Em camundongos a integrina a3 é responsavel por mediar a adesdo e migracdo de
células endocrinas primérias, sendo expressa em todos os tipos celulares presentes em ilhotas,
tanto em desenvolvimento como também maduras (11)(123).

Existem muitos estudos sobre a importancia das lamininas e integrinas no processo de
desenvolvimento pancreatico, porém, pouco se sabe a respeito do impacto da hiperglicemia
materna sobre a interagdes da laminina 111 mediadas pela integrina a3 na formacéo e funcao
das ilhotas fetais de camundongo. Assim o presente estudo buscou investigar os efeitos da
hiperglicemia materna sobre a deposicdo dessas moléculas e o impacto sobre a morfogénese

do pancreas endocrino de camundongo.

2.5 Justificativa para o desenvolvimento deste trabalho

O laboratério de Biologia da Reproducdo e Matriz Extracelular (LBR &MEC) tem se
dedicado nos ultimos anos a elucidar os eventos que ocorrem no processo de remodelacédo
tecidual, as alteragcOes sofridas pela MEC uterina e seus componentes durante o ciclo estral e
decidualizacdo (126)(127)(128)(129)(130). Dentre as varias modificacBes identificadas na
Matriz Extracelular uterina, nosso grupo descreveu o espessamento de fibrilas colagenas
assim como alteracdes na expressao e distribuicdo de colagenos e proteoglicanos (127).

Diante da importancia da remodelacdo tecidual uterina que ocorre Nno processo
reprodutivo em camundongos, do qual a matriz extracelular participa ativamente, e sabendo
que a MEC pode ser afetada pela hiperglicemia materna, o Laboratorio de Reproducdo e
Matriz Extracelular desenvolveu um modelo de gestacdo complicada pela hiperglicemia do

DM tipo 1 quimicamente induzido em camundongos com o objetivo de avaliar o impacto
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dessa doenca sobre o ambiente uterino desses animais (131). Utilizando esse modelo,
observou-se que a atividade proliferativa e a composi¢cdo da MEC dos tecidos uterinos sdo
afetadas pelo diabetes durante o inicio do periodo gestacional, com o potencial de
comprometer o estabelecimento da gestacao, o desenvolvimento embrionario e o trabalho de
parto (131). Além disso, o numero de sitios de implantacdo é reduzido, as dimensdes
deciduais sdo menores, a deposicdo de coladgenos | e 1V aumentada e deposi¢do de colageno
Il diminuida, nessa mesma regido (131).Também foram observadas alteracdes estruturais no
miométrio, que apresenta aumento na deposi¢do de colagenos associado a uma diminuigdo do
padréo proliferativo das células musculares lisas (132).

Resultados mais recentes do nosso grupo utilizando nosso modelo de gestagédo
complicada por DM1 mostram que essa doenca afeta de modo marcante a estrutura
placentéria, levando a alteragdes no padréao de sintese e deposicdo dos colagenos tipo I, Il e V
na regido do Labirinto, modificacdes na atividade das metaloproteinases MMP2 e MMP9,
diminuigdo do peso e tamanho das placentas e dos fetos, assim como maior nimero de perdas
embrionarias e malformacoes (14).

Nesse contexto, a proposta desse estudo foi ampliar os conhecimentos referentes a
essa linha de pesquisa,dos estudos sobre o impacto da hiperglicemia materna sobre o
desenvolvimento embrionario, analisando as altera¢cBes morfoldgicas do pancreas fetal, com
foco na matriz extracelular desse 6rgdo, especificamente na membrana basal do pancreas

enddcrino.
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3 OBJETIVOS
O objetivo desse estudo foi avaliar o impacto da hiperglicemia materna sobre as
interacOes célula-matriz do pancreas fetal em desenvolvimento, com enfoque na composicao

das membranas basais e genes envolvidos no desenvolvimento das ilhotas pancreéticas.

3.1 Objetivos especificos

(a) Analisar a morfologia do pancreas fetal com foco na sua por¢do endocrina;

(b) Avaliar o padrdo de deposicdo de moléculas das membranas basais como panlaminina, as
cadeias al e y1 das lamininas e integrina a3;

(c) Analisar o perfil proliferativo das células das ilhotas e identificar o padrdo de distribuicdo
das células o e B por meio da avaliagao da marcagdo para insulina, glucagon e PCNA em
pancreas fetal;

(d) Verificar o impacto da hiperglicemia materna sobre a expresséo dos genes Pdx1 e Pax4;
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Animais

Todos os experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica Animal do Instituto
de Ciéncias Biomedicas (Numero de Autorizagdo: Protocolo 111/2016).

Foram utilizadas fémeas de camundongos Swiss de dois meses de idade com cerca
de 30 g de peso corporal. Os camundongos foram mantidos no Bioterio de Experimentagéo
Animal do Departamento de Biologia Celular e do Desenvolvimento, em temperatura

ambiente constante (21 + 1 ° C) e 12 horas de ciclo claro/escuro com agua e racdo ad libitum.

4.1.1 Inducédo do diabetes

As fémeas foram submetidas ao protocolo de inducdo de DM1 preconizado por
Favaro et al, (131). Foi administrada uma Gnica dose de aloxana (40 mg.kg™, Sigma St. Louis,
MO, USA) intravenosa, apos 16 horas de jejum alimentar. Fémeas do grupo controle (n=12)
receberam uma injecdo de solugdo salina 0,9%. Cinco dias ap6s a inducgdo a glicemia foi
verificada em amostra de sangue coletado de veia da cauda usando um glicosimetro (Accu-
Check - Roche Basel, Swtizerland). Somente fémeas que apresentaram glicemia > 400 mg/dl
(n=15) foram selecionadas para o grupo experimental. Os animais ndo receberam insulina ao

longo do estudo.

4.1.1.1 Acasalamento

Os animais foram submetidos ao esquema de acasalamento descrito por Favaro et al
(131) (Figura 6). Apos 30 dias de inducéo, fémeas de ambos os grupos foram acasaladas com
machos normoglicémicos pelo periodo de 30-50 dias pds-inducdo. A gestacdo foi
diagnosticada ao visualizar-se a rolha vaginal na manha seguinte ao acasalamento, sendo este
considerado o primeiro dia gestacional ou de desenvolvimento embrionario. No 19° dia de
gestacéo, as fémeas prenhas foram anestesiadas com Avertin® (25 ml.kg™, Sigma, USA) e os
fetos foram coletados. Foram feitas medi¢des das dimensdes corporeas do comprimento
cabeca-cauda, circunferéncia abdominal e circunferéncia da cabeca dos fetos de ambos os
grupos. (Numero de fetos avaliados no grupo controle n:= 93), (Nimero de fetos avaliados no
grupo experimental n = 58) (Tabela 3). Foi realizada a determinagdo do peso corporal e
dosagem da glicemia nos fetos (NUmero de fetos avaliados no grupo controle n =139)
(NUmero de fetos avaliados no grupo experimental n =112) (tabela 3) NUumero total de fetos

utilizados no estudo n = 251. Apo6s a decapitacdo, o pancreas fetal foi dissecado e coletado.
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Figura 6. Formacéo do grupo experimental: inducéo ao diabetes e acasalamento
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As fémeas de camundongos recebem uma dose Unica de aloxana (40,0 mg.kg-1) no primeiro dia,
enquanto o grupo controle recebe 0,9% de solugdo salina. A glicemia é medida apds 5 dias em ambos
0s grupos. Femeas induzidas por aloxana que apresentam glicemia < ou = a 400 mg dL sdo separadas
para o estudo. Do dia 30 até ao dia 50 p6s inducédo (periodo para acasalamento), fémeas diabéticas e
normoglicémicas séo acasaladas com machos normoglicémicos durante a noite, sendo removidas da
caixa do macho na manha seguinte. A deteccdo de um tampd&o vaginal é considerada o primeiro dia de
prenhez e as fémeas sdo mantidas em gaoilas separadas. No 19° dia, a gestacdo é interrompida e 0s
fetos sdo coletados para retirada do pancreas, que é dissecado armazenado para analises futuras.

Fonte: Favaro R, et al (2010).

4.1.1.1.1 Anélise das dimensGes corporeas e glicemia fetal

Apbs a coleta dos fetos, foi mensurada a glicemia, o peso corporal fetal, a
circunferéncia da cabeca e do abddmem e ocomprimento cabega-cauda (Dados tabela 3).
Essas andlises foram realizadas com auxilio de um paquimetro e balanca analitica. A glicemia
fetal foi mensurada utilizando um glicosimetro (Accu-Check - Roche Basel, Swtizerland) a

partir de sangue proveniente da decaptacdo dos fetos.

4.2 Coleta do tecido para analises histologicas

Apos a coleta, o pancreas fetal foi imediatamente fixado em Methacarn (60% metanol,
30% cloroférmio, 10% &cido acético glacial) por 3 horas a temperatura ambiente, em
paraformaldeido (4% ph 7,2 overnight) a 4°C e em bowin por 8 horas a 4°C. Foram
desidratados, seguido de diafanizacdo em xilol e incluséo em parafina. Amostras de 5.0 um de

espessura foram obtidas por meio de micrétomo e coradas com hematoxilina e eosina
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(protocolo anexo A), para anélises morfologicas e pelo &cido periddico de Schiff (PAS)

(protocolo anexo B), para observacdo de mucopolissacarideos.

4.3 Quantificacéo e avaliacdo das dimensdes das ilhotas fetais

A quantidade e o tamanho médio das ilhotas dentro do tecido pancreético total foram
analisadas por abordagem histologica. Cortes de péancreas de fetos de 19 dias de
desenvolvimento corados por Hematoxilina e Eosina foram fotografados em aumento de
200x, em microscopio Optico (Nikon's Eclipse E600) equipado com camera digital CCD
Nikon DP72 com auxilio do software de processamento de imagens Image Pro (Image-Pro
Media Cybernetics). A quantidade, o didmetro e a porcentagem de area cada ilhota dentro do
tecido total foram avaliadas pelo software Axion Vision s40 4.8 2.0 (Axion Vs40 4.8 2.0 Carl

Zeiss Microlmaging Gmbh) e analisadas estatisticamente.

4.4 Imunolocalizacéo de glicoproteinas de membrana basal

Panlaminina, lamininayl, laminina al e integrina o3 foram avaliadas quanto a sua
distribuicdo no pancreas fetal, pela técnica de imunohistoquimica. Cortes de pancreas de fetos
de 19 dias de desenvolvimento foram desparafinizados, lavados com solucéo salina de tampéo
fosfato 0,1M pH 7,2 contendo Tween 20 0,03% (v/v) (PBS-T). A atividade da peroxidase
enddgena foi bloqueada com solucdo de peréxido de hidrogénio (H,O;) 3% por 30 min a
temperatura ambiente.A recuperacdo antigénica foi realizada por aquecimento em tampéo
citrato de sodio 10 mM pH 6,0 durante 40 minutos a 96°C, seguida da reacdo de blogueio de
sitios antigénicos inespecificos com soro de cabra diluido em BSA 10% por 90 min a
temperatura ambiente. Em seguida, os cortes foram incubados com anticorpos primarios
especificos (panlaminina Abcam ab 1575 1:500; laminina y1 Santa Cruz sc5584 1:50;
laminina al Santa Cruz H-300: SC-5582, 1:50; integrina a3 Rockland 600-401 R13 1:200)
diluidos em PBS Tween 20 0,3% overnight a 4°C em camara Uumida (Dados dos anticorpos
tabela 1). Apds essa etapa, os cortes foram incubados por 2 horas com anticorpo secundario
anti-coelho 1gG conjugado com HRP (1:200, KPL 5220-0283). A reacdo foi revelada com
3,3-diaminobenzidine (DAB) 0,03% em PBS contendo perdxido de hidrogénio 0.03%, e
contracorados rapidamente com hematoxilina de Harris. Os cortes foram fotografados em
aumento de 400x, em microscopio éptico (Nikon's Eclipse E600) equipado com camera
digital CCD Nikon DP72 com auxilio do software de processamento de imagens Image Pro

(Image-Pro  Media Cybernetics). Foram escolhidas imagens aleatorias das ilhotas
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pancredticas, e a porcentagem das areas marcadas foram analisadas utilizando o software

Imagej (software v. 1.49 http://rsbweb.nih.gov/ij/) (Dados tabela 4).

4.5 Imunodetecc¢do do antigeno nuclear de proliferacao celular (PCNA)

Para avaliar a atividade proliferativa do pancreas enddcrino, o antigeno nuclear de
proliferacdo celular (PCNA) foi detectado imuno-histoquimicamente. Os cortes foram
desparafinados e tratados para recuperacdo de antigeno e bloqueio da peroxidase enddgena
conforme descrito anteriormente. Os cortes foram incubados com anticorpo anti-PCNA
(ab2426 Abcam 1:200 ) overnight a 4 °C em camara Umida (Dados dos anticorpos tabela 1).
No dia seguinte, foram incubados por duas horas com anticorpo secundario anti-coelho 19G
conjugado com HRP (1:200, KPL 5220-0283). A reacdo foi revelada com 3,3-
diaminobenzidine (DAB) 0,03% em PBS contendo perdxido de hidrogénio 0.03%, e
contracorados rapidamente com hematoxilina de Harris. As imagens foram capturadas em
aumento de 600x, em microscopio éptico (Nikon's Eclipse E600) equipado com camera
digital CCD Nikon DP72 com auxilio do software de processamento de imagens Image Pro
(Image-Pro Media Cybernetics). As células enddcrinas foram contadas. O indice mitotico foi
estimado pela porcentagem de células PCNA positivas contadas em dez campos aleatorios.
Cerca de 400 células enddcrinas foram contadas por animal, com indice positivo (PI) = n de

células positivas x100 divididas pelo nimero de células contadas aleatoriamente.

4.6 Imunoavaliagdo dos horménios glucagon e insulina em pancreas fetal

Para avaliar a massa funcional de células o e B, os hormonios glucagon e insulina
foram detectado imuno-histoquimicamente. O pancreas fetal foi imediatamente fixado apés a
coleta em paraformaldeido 4% e processados conforme protocolo anterior. Os cortes foram
incubados com anticorpo anti-glucagon (#A0565 1:350) anti-insulina (#A0564 1:250)
overnight a 4 °C em camara Umida (Dados dos anticorpos tabela 1). Os cortes foram
fotografados em aumento de 400x, em microscépio optico (Nikon's Eclipse E600) equipado
com camera digital CCD Nikon DP72 com auxilio do softwarede processamento de imagens
Image Pro (Image-Pro Media Cybernetics). Foram escolhidas imagens aleatérias das ilhotas
pancredticas e foram avaliados a porcentagem das areas marcadas e a intensidade de marcacao

utilizando o software Imagej (software v. 1.49 http://rsbweb.nih.gov/ij/.(Dados tabela 1)
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Tabela 1. Resumo dos anticorpos utilizados nas imuno-histoquimicas com suas
diluicBes, recuperacdo antigénica e anticorpo secundario.

Anticorpo D|I:r|r<];ao Recuperagéo Anticorpo Diluicao
primario PBS/T20 antigénica secundario antlcor,p_o
0.03% secundario

Tampéo citrato de Anti-coelho IgG

Anti- panlaminina sodio 10 mM pH 6,0 HRP conjugado
Abcam ab1575 1:500 40 minutos a 96°C, KPL 5220-0283 1:200

Tampédo citrato de Anti-coelho IgG

Anti-laminina y1 sodio 10 mM pH 6,0 HRP conjugado
Santa Cruz sc5584 1:50 40 minutos a 96°C, KPL 5220-0283 1:200

Anti- laminina al Tampdo citrato de Anti-coelho 1gG

H-300: SC-5582 sodio 10 mM pH 6,0 HRP conjugado
Santa Cruz 1 50 1:50 40 minutos a 96°C, KPL 5220-0283 1:200

Anti- integrina o3 Tampéo citrato de Anti-coelho IgG

Rockland 600-401 sodio 10 mM pH 6,0 HRP conjugado
R13 1:200 40 minutos a 96°C, KPL 5220-0283 1:200

Tampédo citrato de Anti-coelho IgG

Anti-PCNA sodio 10 mM pH 6,0 HRP conjugado
(Abcam ab2426) 1:200 40 minutos & 96°C, KPL 5220-0283 1:200

Tampédo citrato de Anti-coelho IgG

Anti-glucagon sodio 10 mM pH 6,0 HRP conjugado
(#A0565) 1:350 40 minutos a 96°C, KPL 5220-0283 1:200

Tampéo citrato de Anti-coelho IgG

Anti-insulina sodio 10 mM pH 6,0 HPR conjugado
(#A0564 1:250 40 minutos & 96°C, KPL 5220-0283 1:200

4.7 Avaliacéo da expressdo de Pdx1 e Pax4 por RT- gPCR

Com intuito de analisar a expressdao dos genes Pdx1 e Pax4 o pancreas fetal coletado
foi dissecado e armazenado a -30°C em solucdo estabilizadora RNAlater (Sigma-Aldrich,
USA). A extracdo de RNA total do pancreas foi realizada pelo método de purificacdo de acido
nucleico baseado em coluna de spin utilizando o ilustra RNAspin Mini RNA Isolation Kit
(GE Healthcare,Sweden). O mRNA total foi quantificado por espectrofotometria utilizando o
espectrofotdbmetro EpochMicroplate e Placa de Multivolume Take3 (BioTek, EUA). A sintese
de cDNA foi

(ThermoFisherScientific) conforme instrucdes do fabricante, e a transcricdo reversa foi

realizada usado o kit High-CapacitycDNA Reverse Transcription

realizada por meio do termociclador StepOne Plus (AppliedBiosystems), seguindo o
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programa de ciclos térmicos sugerido pelo fabricante: 25°C por 10 min, 37°C por 120 min e
85°C por 5 min. Foram utilizados primers aleatérios usando 1,0 pg de RNAm total. O cDNA
foi dividido em aliquotas e armazenado a -20 ° C. A PCR quantitativa em tempo real foi
realizada utilizando 200 pug de cDNA pancreatico com a mistura principal de PCR Power
SYBR® Green (Applied Biosystems ™, EUA), misturada com primers especificos para
hibridizar com os seguintes genes Pdx1 e Pax4 (Tabela 4). Os ensaios foram amplificados em
triplicata usando o sistema StepOnePlus (Life Technologies, EUA). Os genes Ppia e Rpl7
foram testados e o Rpl7 foi selecionado como gene de referéncia para normalizacdo de dados
com base em sua estabilidade de expressdo e a expresséo relativa de mRNA foi calculada
usando o método 2-AACt (133).

Tabela 2. Sequéncia dos primers de camundongos utilizados no estudo

Simbolo NUmero de acesso Sequéncia do primer
Pdx1 NM_008814.3 FOR 5-CCAAAACCGTCGCATGAAGTG-3"
REV 3’-TCTGGGTCCCAGACCCGS -’
Pax4 NM_001159926.1 FOR 5’-ACCTCATCCCAGGCCTATCT-3’
REV 3’-AGGCCTCTTATGGCCAGTTT-5"
Rpl7 NM_011291.5 FOR 5’GCAGATGTACCGCACTGAGATTC 3’
REV 3’ ACCTTTGGGCTTACTCCATTGATA 5’
Ppia NM_008907 FOR: 5’-CAGACGCCACTGTCGCTTT-3’

REV: 5’-TGTCTTTGGAACTTTGTCTGCAA-3°
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SRESULTADOS

5.1 A hiperglicemia materna induz hiperglicemia fetal, modifica a simetria do
crescimento intra-uterino e diminui a quantidade de fetos viaveis

O numero de fetos e de fetos viaveis foi analisado e comparado entre os grupos. As
fémeas hiperglicémicas (n=15) tiveram namero menor de fetos vidveis comparadas as fémeas
do grupo controle (n=12) (Figura 7A). Malformacdes fetais foram observadas somente no
grupo experimental. A glicemia dos fetos do grupo experimental (mées hiperglicémicas)
estava significativamente alta quando comparada a dos fetos do grupo controle (Figura 7B).
Com relacdo ao peso fetal e as dimensdes corporais, observamos que os fetos do grupo
experimental eram significativamente mais leves (Figura 7C) e menores (Figura 7D) que 0s
fetos do grupo controle. Além disso, foi verificado um padrdo de assimetria corporal em
comparacdo aos fetos do grupo controle. A circunferéncia da cabeca era menor que a
observada nos fetos do grupo controle. Ademais, a circunferéncia abdominal e o comprimento

cabeca-cauda estava reduzido comparado ao controle (Figura 7E).

Figura 7. Analise da viabilidade fetal e parametros do desenvolvimento
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Comparacgdo entre a quantidade de fetos gestados e vidveis em ambos os grupos (Figura A). Glicemia
e peso dos fetos dos grupos controle e experimental (Figura B-C). Medida das dimensGes corpdreas
dos fetos e comparagdo entre os grupos: Circunferéncia da cabega, Circunferéncia abdominal,
Comprimento cabeca-cauda (Figura D).

Tabela 3 Média + erro padrdo da média das dimensdes corporeas, glicemia, quantidade de
fetos e fetos viaveis.

Dados avaliados Controle Experimental Valor de - p
Glicemia 52,29+ 3,9 mg/dL  392,2 £ 11,2mg/dL p<0,0001
Peso fetal 1,4 +£0,04 kg 0,9 £ 0,02 kg p<0,0001
Total de fetos 15,00 £0,6 7,74 £1,3 p<0,02
Fetos viaveis 14,30 £ 0,7 8,455 + 0,981 p»<0,0001
Fetos mal formados 0+0 1,25 £ 0,62 p< 0,0001
Circunferéncia da cabeca 3,2+0,2¢cm 2,7+0,3cm p»<0,0001
Circunferéncia abdominal 2,8+0,3cm 2,3+0,3cm p< 0,0001
Comprimento cabeca-cauda 26+05cm 2,0+0,3cm p<0,0001

Dados apresentados como média + erro padrdo da média, teste t de Student p<0.01

5.2 A hiperglicemia materna promove modifica¢do no tamanho e na morfologia das
ilhotas pancreaticas fetais

A morfologia e quantidade das ilhotas pancreaticas fetais foi comparada entre os
grupos. Maior parte das ilhotas do grupo experimental apresenta-se proximas aos ductos de
origem, além de estarem dispostas cordonalmente, aspectos observados no inicio do processo
de desenvolvimento (100). J& as ilhotas do grupo controle estdo dispostas em ilhas,
morfologia encontrada em pancreas ja desenvolvidos, e que deveria ser esperada nessa idade
(100) (Figura 8A). Além disso, 0 grupo experimental apresenta uma tendéncia a um menor

numero de ilhotas (Figura 8B) e ilhotas maiores (Figura 8C) comparadas ao grupo controle.
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Figura 8. Caracteristicas morfoldgicas do pancreas fetal (19° dias).
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Pancreas de animal controle e experimental corado com hematoxilina e eosina.
Observe a diferenca no tamanho das ilhotas pancreéticas (setas) sua expansao e aspecto
imaturo no grupo experimental (Figura A). Quantificacdo das ilhotas e analise estatistica da
area das ilhotas. (Figura B-C). Barra de escala: 20.0 pum.

5.3 A hiperglicemia materna modifica o padrdo de deposicédo de polissacarideos no
pancreas fetal.

A coloracéo pelo Acido periodico de Schiff demonstrou acimulo de polissacarideos
no citoplasma das células do pancreas dos fetos de 19 dias, tanto nas ilhotas de langerhans

guanto nos acinos pancreaticos (Figura 9).
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Figura 9. Pancreas fetal corado pelo acido periodico de Schiff (PAS).

Acido periddico de Schiff

Pancreas fetal de 19 dias corado com é&cido periédico de Schiff. Coloracdo mostra maior intensidade
no pancreas de fetos de maes hiperglicémicas (grupo experimental) comparado com o grupo controle.
Ihotas pancreaticas (setas) Barra de escala: 20.0 pum.

5.4 A hiperglicemia materna diminui a deposicido de panlaminina, das cadeias al e y1 da
Laminina e aumenta a deposicao de integrina a3 no pancreas de fetos pré-termo

A imunomarcagdo para panlaminina e para as cadeias al eyl da laminina, mostrou
diminuicdo na deposicdo dessas moléculas na membrana basal das ilhotas do grupo
experimental comparado ao grupo controle (Figura 10A). A quantificacdo da area marcada
para essas proteinas apresentou reducdona intensidade da marcacdo no pancreas de fetos de
mées hiperglicémicas, comparado com o grupo controle (Figura 10B). A marcagdo para a
integrina a3estava aumentada nos fetos do grupo experimental (Figura 10A). A quantificacdo
da imunomarcagdo para integrina a3 mostrou aumento N0 grupo experimental comparada com

0 grupo controle (Figura 10B).
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Figura 10. Imunolocalizac@o de lamininas e da integrina a3 do pancreas de fetos de
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Imunohistoquimica para panlaminina, cadeias ol ¢ yl da laminina e integrin a3 (Figura 10A).
Analises estatisticas da porcentagem de area marcada para cada molécula analisada comparada entre
0s grupos controle e experimental (Figura 10B). Barra de escala: 20.0 pm.

5.5 A hiperglicemia materna afeta a proliferacao das células endécrinas do pancreas
fetal

Foi observado uma marcacdo para PCNA menor em células de ilhotas dos animais
do grupo experimental, comparado ao grupo controle (Figura 11 A-B). A quantificagdo dessa
marcacao indica que houve diminuicdo na proliferacdo de celulas das ilhotas pancreaticas dos

fetos de maes diabéticas comparado ao observado nos fetos do grupo controle.

Figura 11. Avaliacdo da proliferagdo de células das ilhotas pancreaticas fetais
por imunolocalizagéo de PCNA

A) Controle Experimental

PCMNA
OF ot
-’ ﬁ L
&




52

B)

60
3 Il Controle
e = Experimental
22 T
S 0 .
C £
=
ST
2o 204
o 8
L3
23

0-

Pcna

Imunohistoquimica para PCNA (Figura A). A imunomarcagdo para PCNA nas ilhotas pancreaticas
fetais mostrou quantidade reduzida de células enddcrinas marcadas. Anélise estatistica do indice
proliferativo das células endocrinas comparado entre os grupos controle e experimental (Figura B).
Barra de escala 30.0 pm

5.6 A hiperglicemia materna promove modifica¢ées na massa funcional das células p
pancreaticas fetais

A hiperglicemia materna leva a um aumento da area de ilhotas fetais
imunomarcadas para insulina, que indicaum aumento na massa funcional de células B nessas
ilhotas (Figura 12A). Além disso, houve um aumento na intensidade dessa marcacdo nesse
grupo experimental quando comparado ao grupo controle (Figura 12B). A hiperglicemia
materna, porém, ndo gerou alteracdo da marcacdo da area de ilhotas para glucagon (Figura
12A) o que indica que ndo houve mudanga na massa funcional de células a nessas ilhotas.
Para a marcacdo de glucagon, porém, apesar de ndo haver mudanca na area marcada observa-

se uma diminuicdo na intensidade da marcacédo (Figura 12B).
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Figura 12. Analise da massa de células a e p pancreaticas fetais por
imunomarcacao de glucagon e insulina
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Imunohistoquimica para glucagon e insulina (Figura 12A). Analises estatisticas da porcentagem de
area marcada comparada entre 0s grupos nas reacoes para glucagon e insulina (Figura 12B). Barra de
escala: 20.0 um.
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Tabela 4. Média + erro padrdo da média da porcentagem de area marcada referente as
proteinas da membrana basal peri-ilhotas analisadas no pancreas fetal de 19 dias.

Proteina Controle Experimental Valor de - p
marcada
Panlaminina 6,3+ 2,7% 4,8+ 2,1% p<0,01
Laminina al 4,6 £3,2% 2,7+15% »<0,0007
Lamininayl 29,3£9.2% 19,3+ 4,4% p<0,001
Integrinaa3 11,3+ 14,0% 24 +13,5% p<0,02
Glucagon 3.9+3,2% 3,7+ 3,5% p<0,4
Insulina 35+25% 6,7 + 6.5% p<0,06

Dados apresentados como média + erro padrdo da média, teste t de Student p< 0.01.

5.7 A expressao relativa dos genes Pdx1 e Pax4 fetais ndo sofrem alteraces significativas
pela hiperglicemia materna

A expressdo do gene Pdx1 foi avaliada e ndo apresentou alteracdes significativas
entre 0s grupos. Ja a expressdo de Pax4 mostrou-se maior no grupo experimental comparado

ao grupo controle, apesar dessa diferenca ndo ser estatisticamente significante.

Figura 13. Andlise da expressdo relativa de Pdx1 e Pax4 em pancreas fetal
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Andlise estatistica da expressdo relativa dos fatores de transcricdo Pdx1 e Pax4 por RT-gPCR. A
expressdo de Pdx1 mostrou-se discretamente diminuida no grupo experimental comparado ao grupo
controle, ndo sendo estatisticamente significativo. J& a expressdo de Pax4 apresenta-se aumentada no
grupo experimental.
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6 DISCUSSAO

A hiperglicemia materna € um dos fatores que podem comprometer o
desenvolvimento embrionario/fetal predispondo o feto a complicagcbes ao longo do
desenvolvimento e vida adulta. Demonstramos por meio do nosso modelo de gestacdo
complicada por hiperglicemia severa de curto prazo, 30-50 dias sem reposi¢do insulinica, que
a microssomia, assimetria corporal, hiperglicemia e baixo peso foram frequentes nos fetos,
assim como ja descrito em modelos de diabetes severo em murinos (134). Nossos fetos
apresentaram alteracbes na morfologia do pancreas enddcrino associadas ao aumento de
insulina, sinais que sdo evidenciados em modelos de diabetes materno leve e em individuos
adultos com diabetes do tipo 2 (135)(136).

As ilhotas fetais do grupo experimental apresentaram hipertrofia, 0 que poderia estar
relacionado a um aumento das células 3. Embora a dosagem sérica dos hormonios insulina e
glucagon ndo tenham sido realizadas, devido a limitagdes experimentais, nossos dados
sugerem que ha um aumento da massa funcional das células  visto que ha um aumento
namarcacdo para insulina no tecido pancredtico do grupo experimental, semelhante as
alteracdes vistas em ilhotas de roedores em modelo DM2 (62)(63). O inverso foi observado
com relacdo ao glucagon, que apesar de a area de marcacdo para esse hormonio ndo ter sido
alterada, apresentou menor intensidade de marcacdo, possivelmente por ndo haver aumento
funcional por parte das células a ou talvez pela regulagdo negativa por parte da insulina, que
conforme nossos achados, encontra-se com maior deposi¢cdo no tecido pancreatico. Glucagon
¢ um hormonio importante para a manutencdo da homeostase da glicose por regular a
producdo hepética dessa molécula e por promover aumento dos niveis glicémicos em
situacOes de hipoglicemia (137). Sua secrecdo € controlada por uma variedade de fatores
nutricionais, neurais e hormonais e também por parte da insulina (137). Nos casos de
diabetes mellitus, a hiperglicemia pode ser também promovida/mantida pelo aumento dos
niveis de glucagon (hiperglucagonemia) (138).

Apesar de nosso modelo ndo ser um modelo tipico de gestacdo diabética, e sim de
gestacdo complicada por hiperglicemia de curto prazo induzida quimicamente, utilizando
fetos pré-termo, demonstramos que o tempo de exposicdo dos fetos a hiperglicemia materna
(19 dias) e os efeitos da hiperglicemia de 30-50 dias sobre a gestacdo foram importantes para
promover alteracfes significantes no crescimento da prole, como ja descrito por nosso grupo
anteriormente (14), porém, com base nas nossas abordagens, ndo foi possivel concluir se essas
condic¢des foram ou ndo suficientes para comprometer totalmente a funcionalidade das células

B e instalagao de um quadro hipoinsulinémico, como visto por Kevin et al (1980) (139). Seria
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interessante analisar esses fetos apds o nascimento para verificar se a hiperglicemia persistira
e para avaliar o padrao de funcionalidade das células B, visto que os fetos estariam expostos a
hiperglicemia materna por mais tempo por completarem o tempo de gestacdo, assim como
também estudar esses fetos utilizando o nosso modelo de DM1 de longo prazo 90-110 dias,
pois, quanto maior o tempo e progressdo da doenca, mais complexos sdo 0s impactos da
hiperglicemia sobre a gestacdo e o desenvolvimento (132). Ao comparamos as ilhotas dos
animais controle com as dos animais experimentais, identificamos no segundo grupo, ilhotas
com perfil mais imaturo para a idade gestacional. Embora as ilhotas completem sua
maturacdo apOs 0 nascimento, maior parte das ilhotas dos animais experimentais
apresentaram células dispostas em forma de corddes, estrutura desorganizada e a maioria
delas préximas aos ductos de origem, sendo esses sinais tipicos de ilhotas em estagios iniciais
de maturacdo (91)(100). Essa morfologia sugere haver um retardo na maturacdo do tecido
enddcrino, que poderia ser avaliado melhor apés o nascimento, quando o completo
desenvolvimento fosse possivel. As ilhotas sdo originadas a partir de precursores celulares
provindos dos ductos pancreaticos, dos quais tem sua diferenciacdo e morfogénese mediada
pela membrana basal adjacente (140). Essas células migram dos ductos e formam clusters
celulares que apos a diferenciacdo e maturacdo, formam as ilhotas pancreéaticas, que se
distribuem no tecido exdcrino (140). A participacdo da Matriz extracelular nesses processos é
importante por meio da interacdo de seus componentes. As lamininas e as integrinas, por
exemplo, participam diretamente da citodiferenciacdo ductal, migracdo dos percursores
enddcrinos e morfogénese das ilhotas (141).

Para avaliar o impacto da hiperglicemia sobre a membrana basal das ilhotas, imuno-
histoquimicamente, analisamos o padréo de deposicdo das principais lamininas e integrinas do
pancreas fetal de camundongo. Identificamos que a deposi¢do da panlaminina, das cadeias al
e vl das lamininas e da integrina a3 nos ductos e ilhotas pancreaticas fetais tem seu padrao
modificado quando o feto se desenvolve em um ambiente condicionado pela hiperglicemia
materna. A laminina ¢ uma glicoproteina trimérica formada por trés cadeias: a, € y, podendo
formar 16 isoformas diferentes de laminina (142). A cadeia y1 da laminina esta presente nas
principais isoformas das lamininas (111, 211, 221, 411 e 421) localizadas na membrana basal
das ilhotas de roedores e importantes para a sobrevivéncia e manutengdo das células 3
(10)(142)(143). Entre as lamininas citadas, a 111, composta pelas cadeias al, Bl e yl ¢
descrita como a principal laminina expressa durante o desenvolvimento e de suma

importancia para a montagem das membranas basais e para correta organogénese (144)(145).
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PerturbacBes no padrdo de montagem ou destruicdo dessas proteinas aumentam a necrose
celular, inibem a diferenciacédo e levam a apoptose (145).

O presente estudo mostrou que a hiperglicemia materna modificou o padrdo de
distribuicéo e a intensidade de marcacdo para integrina a3. As ilhotas fetais apresentaram uma
marcacao mais intensa para esse receptor, o que sugere ser por um desequilibrio na sua
producdo por parte das células, devido uma maior expressdo ou por uma menor taxa de
degradacéao dessa proteina. Alteracdes relacionadas a integrina o3 podem ter efeitos negativos
sobre a diferenciacdo do pancreas enddcrino, por causar perturbagcdes nos padrdes de
sobrevivéncia, diferenciacdo e proliferacdo das células das ilhotas, principalmente das células
B, podendo afetar a ativagdo de vias de sinalizagdo como FAK/MAPK/ERK,
Akt/GSK3,Akt/XIAP/ e caspase3 (11)(77)(146). Diversos estudos mostram que a
hiperglicemia pode promover o espessamento das membranas basais por aumentar a secre¢ao
e deposicao de glicoproteinas como colageno 1V, fibronectina e lamininas (147). Realizamos
a coloragdo pelo Acido Periodo de Schiff (PAS) para evidenciar as membranas basais das
ilhotas e verificar se havia alteracbes em sua estrutura. Por meio dessa técnica nao
identificamos espessamento, mas verificamos uma marcacdo intensa em ambas as porcdes
enddcrina e exocrina do pancreas fetal do grupo experimental. Essa intensa marcagdo sugere
aumento da sintese e deposicdo de polissacarideos e glicoproteinas em todo o 6rgdo, ndo
limitando-se apenas as membranas basais, que mostrou ter deposi¢do diminuida de laminina
conforme discutido acima. Em um trabalho paralelo realizado por nosso grupo, utilizando o
nosso modelo de gestacdo complicada por DM1, analisamos o colageno IV nas membranas
basais do pancreas fetal de 19 dias e verificamos que diferente das lamininas, essa
glicoproteina ndo sofreu alteracBes tanto na expressdo quanto no padrdo de deposicao
comparado com os animais controle*

A hiperglicemia promove alteragdes pds-transducionais em diversas proteinas
inclusive nas constituintes da MEC. Essas alteragcdes incluem a formagdo excessiva de
produtos finais de glicacdo avangada ndo enzimatica (AGEs) (148)(149). Essas proteinas
hiperglicadas formam liga¢bes cruzadas intra e intermoleculares, tornando-se mais rigidas e
resistentes as acbes das metaloproteinases, comprometendo sua conformacdo, de forma
irreversivel, o que conduz a alteracbes no seu padrdo de deposi¢cdo no meio extracelular

prejudicando o turnover da MEC (149). A hiperglicemia também diminui a expressdo de

! Balbino CS. Estudo da expressdo e distribuicio do coldgeno tipo IV no pancreas fetal em um modelo de
diabetes materno tipo 1 em camundongo. Iniciagdo cientifica. Laboratério da Biologia da reprodugdo e Matriz
extracelular. Universidade de S&o Paulo. Julho 2018.



58

metaloproteinases como por exemplo, as MMP2 e MMP9, que no pancreas participam
diretamente do processo de migracdo dos precursores celulares endocrinos através
dadegradacdo da MEC, tendo sua atividade regulada por TGF B (141)(150). AlteracGes na
degradacdo da matriz e na sua remodelacdo levam a diminui¢do da ramificacdo pancredtica,
além de alteragGes morfoldgicas das ilhotas (139).

Semelhante ao relatado por Aerts L, etal (1997) (3), nossa abordagem imuno-
histoquimica para PCNA nas ilhotas pancreaticas mostrou reducdo no numero de células em
proliferacdo. A atividade proliferativa das células enddcrinas no grupo experimental foi
menor que a observada no grupo controle. Seria importante avaliar as células separadamente
para identificar se ha diminuicdo proliferativa de todos os tipos celulares ou se ha reducao por
um tipo ou somente por parte das células 3, que no ultimo caso confirma a hiperplasia dessas
células.

N&o identificamos diferencas estatisticas significativas na expressao relativa de Pdx1,
que foi analisada com base no pancreas total ndo restringindo-se apenas as ilhotas. Seria
interessante analisar a expressdo de Pdx1 nas ilhotas isoladamente, para verificar possiveis
modificacbes na expressdo desse fator por parte das células enddcrinas, visto que sdo
diretamente afetadas pela hiperglicemia. Por outro lado, nossos dados sugerem que além da
diminuicdo da proliferacdo das células enddcrinas, as células acinares também podem ter o
seu padréo proliferativo afetado prejudicando o desenvolvimento pancreatico como um todo,
visto que os 6rgdos do grupo experimental apresentavam-se visualmente menores que os do
grupo controle. A expressdo de Pdx1 diminuida pode levar a diminuicdo da proliferacdo das
células B e demais células pancreéticas, promover aumento no niamero de células o, diminuir
a sintese da insulina no pancreas adulto e em casos mais extremos em que ha deplecdo total de
pdx1, a agnesia pancreatica (151)(152)(153).

Além da importante participacdo no desenvolvimento pancreatico, Pdx1 juntamente
com outros fatores de transcri¢do, regula a sintese de insulina por meio da ativacdo de seus
precursores. (154)(155). A hiperglicemia altera a expresséo de diversos genes importantes
para 0 desenvolvimento, como por exemplo, Foxol, fator de transcricdo inibitério da
expressdo de Pdx1 que tem sua expressdo aumentada no DM2 (154)(155). E possivel que haja
uma relacdo entre a diminuigcdo da expressdo de Pdx1 nos animais expostos a hiperglicemia
materna e aumento da expressao de Foxol, o que podera ser investigado em estudos futuros.

Pax4 é também um dos principais fatores de transcricdo envolvidos na morfogénese
das células B e atua como repressor da expressdo de genes importantes para a diferenciacao

das células a (156). Mostramos que a expressdo relativa desse fator estd aumentada no
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pancreas quando desenvolvido sob condicOes de hiperglicemia materna, assim como visto em
ilhotas diabéticas, que apresentaram o perfil proliferativo das células B aumentado (157).
Embora em no nosso modelo, tenhamos avaliado o perfil proliferativo das células das ilhotas
e ndo das células B separadamente, acreditamos que o aumento de Pax4 seja o0 responsavel
pelo aumento da marcacdo para insulina, observado aqui, 0 que estaria relacionado ao
aumento de células  nessas ilhotas. Além disso, foi previamente demonstrado que esse fator
de transcricdo ¢ capaz de suprimir a proliferagdo das o (151), que poderia explicar a
diminuicdo da marcagdo para glucagon nas ilhotas dos animais expostos a hiperglicemia

materna.
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7 CONCLUSAO

Concluimos que a hiperglicemia materna 30-50 dias promove alteracdes no
desenvolvimento do pancreas endocrino fetal de camundongos, modificando diferencialmente
0 padrdo de deposicdo de moléculas da membrana basal das ilhotas, associado a diminuicao
da atividade proliferativa das células enddcrinas com aumento da massa funcional de células
B. Acreditamos que o conjunto dessas alteragdes seja um indicio de reprogramacéo das células
do péncreas endocrino, que levam a modificacbes na morfologia do 6rgdo e de seu
funcionamento. O estudo aprofundado desses achados iniciais sdo necessarios para comprovar

a reprogramacao por parte dessas células e os efeitos a longo prazo.
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ANEXO(S)

ANEXO A- Protocolo para coloracdo por Hematoxilina e Eosina para pancreas fetal

- Desparafinizacdo

Estufa 60° C por 1 hora
Xilol I 40 minutos

Xilol Il 40 minutos

- Hidratacao

Alcool 100% | 20 minutos
Alcool 100% II 20 minutos
Alcool 95% 10 minutos
Alcool 70% 10 minutos
H20O destilada 10 minutos
- Coloragéo

Hematoxilina de Harris 6 minutos
Agua corrente 5 minutos
Alcool 95% 30 segundos

- Desidratacéo

Alcool 100% I 5 minutos
Alcool 100% I1 5 minutos
Alcool xilol 15 minutos
Xilol I 15 minutos

Xilol Il 15 minutos

Montar com goma de damar e laminula



ANEXO B-Protocolo para coloragio pelo Acido periodico de Schiff

- Desparafinizacdo

Estufa 60° C por 1 hora

Xilol I 40 minutos

Xilol Il 40 minutos

- Hidratacdo

Alcool 100% | 20 minutos

Alcool 100% II 20 minutos

Alcool 95% 10 minutos

Alcool 70% 10 minutos

H20O destilada 10 minutos

Acido periodico 1% por 2 horas em temperatura ambiente sob agitacio
H20 destilada 30 segundos

Reativo de schiff por 1 hora em temperatura ambiente sob agitacao
Agua sulfurosa 3 minutos

Agua corrente por 60 minutos
Hematoxilina de Meyer 60 segundos
Agua corrente 60 minutos
Desidratacéo

Alcool 100% | 5 minutos

Alcool 100% I1 5 minutos

Alcool xilol 15 minutos

Xilol I 15 minutos

Xilol 11 15 minutos

Montar com goma de damar e laminula
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