UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS

CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE

PROGRAMA INTERISNTITUCIONAL DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS
FISIOLOGICAS

AVALIACAO PANCREATICA DE ANIMAIS SUBMETIDOS A DIETA
HIPERLIPIDICA

GRAZIELE F. DERIGGI PISANI

Sio Carlos

2012



AVALIACAO PANCREATICA DE ANIMAIS SUBMETIDOS A DIETA
HIPERLIPIDICA

GRAZIELE F. DERIGGI PISANI

Orientadora: Prof® Dr* Angela Merice de Oliveira Leal

Dissertacdo de mestrado apresentada ao Programa
Interinstitucional de Po6s-Graduag¢do em Ciéncias
Fisiologicas do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da
Saude da Universidade Federal de Sao Carlos como
requisito parcial para obtengdo do titulo de mestre
em Ciéncias Fisiologicas

Sio Carlos

2012



Ficha catalografica elaborada pelo DePT da
Biblioteca Comunitaria da UFSCar

D433ap

Deriggi-Pisani, Graziéle Fernanda.

Avaliacdo pancreatica de animais submetidos a dieta
hiperlipidica / Graziéle Fernanda Deriggi Pisani.. -- Sdo
Carlos : UFSCar, 2012.

64 f.

Dissertacédo (Mestrado) -- Universidade Federal de Sao
Carlos, 2012.

1. Diabetes. 2. Diabetes tipo 2. 3. Camundongos. 4.
Pancreas - doengas. I. Titulo.

CDD: 616.462 (20%)




Programa Interinstitucional de Pds-Graduagao em Ciéncias

Fisiologicas
Associacdo Ampla UFSCar/UNESP

Folha de Aprovacgéo

Dissertacdo de Mestrado de Graziéle Fernanda Deriggi Pisani

Dia 04/09/2012

Prof?. Dr®. Angela Merice de Oliveira Leal......./
; |

1%
¥

Prof®. Dr?. Ana Claudia Garcia de Oliveira Duarte......".... | E.' .............................

A g

Profe. Dr®. Patricia de Oliveira Prada




DEDICATORIA

Aos meus pais, pela abdicacdo em prol
dos meus estudos, ao meu irmao,
confianca de amparo eterno e ao meu
marido, parceiro pra toda vida, dedico
este trabalho. Amo vocés!



AGRADECIMENTOS

A Deus e Nossa Senhora, guias dos meus passos, luz sem a qual minha vida ndo teria sentido.

Aos animais, olhos humildes, vidas sacrificadas que, sem escolha ou relutancia, se submeteram a realizagdo
deste.

A Dr* Angela Leal pela oportunidade de crescimento e disponibilidade em compartilhar seus conhecimentos
comigo. Sua dedicac@o me serve de exemplo.

A Prof® Dr* Heloisa por ter aberto as portas de seu laboratério e & toda equipe do LBBM por terem me recebido
tdo bem e por tornarem o trabalho mais leve e divertido. Dri e Jodo obrigada por me ajudarem a desvendar os
mistérios do Image Pro e Uli, obrigada pelos artigos e discussdes. Bete Irene muito obrigada querida!

A Prof* Keico por disponibilizar o biotério para que meus animais fossem alocados e ao Seo Sérgio.

Ao Prof® Dr° Julio C. Voltarelli (in memorian) por abrir seu espago na USP Ribeirdo Preto, pelo apoio material e
de sua equipe (Ju, Mari, Kellen — muito obrigada meninas, ndo tenho como agradecer a gentileza).

A Prof* Dr* Marisa e a sua equipe, Nayara , obrigada pelas chaves e Vini pela ajuda com estatistica e amizade!
A Prof* Lucimar de Avé pela ajuda com as laminas, disponibilidade, gentileza e simpatia de sempre!

Ao Prof® Dr° Mario Saad, por abrir seu laboratério e a Dioze pela ajuda com as imunos!

Ao Prof°® José Carlos Fogo pela disponibilidade em sanar minhas duvidas de estatistica de Gltima hora!

Aos colegas que me ajudaram com os experimentos: Rafa, Diego, Dani, Charles, Zezinho, Leo.

Aos colegas de equipe pela amizade e apoio, em especial a Pati, pelo seu suporte fisico e psicologico. A Natalia,
nossa super técnica e a Carol, apoio técnico!

Ao Pedrinho, o rei das 1aminas!

As meninas da limpeza!

Ao Alexandre da secretaria pela paciéncia com minhas duvidas (e ndo foram poucas!).

A minha amiga-irma Kellinha, pela amizade de tantos anos! Te adoro Fror! E ao Tirsio pela amizade e apoio!

Aos meus amigos pela compreensdo quando nao pude estar presente (Manos Foca, Ju e Tchos, Mari e Du).

Aos meus pais e irmdo, meu porto seguro. Obrigada por compartilharem todos os momentos da minha vida. Aos
meus sogros, cunhados, tios e primos (principalmente o Netto). Obrigada pela paciéncia, torcida, compreensao,
conselhos, risadas e apoio de sempre! Amo vocés! Ah, Vo, agora acabou!!!

Ao meu marido, Gustavo, o homem da minha vida, melhor amigo, companheiro e namorado! Nao tenho palavras
para agradecer seu amor, compreensdo, apoio ¢ paciéncia! Te amo muito! E a Pitucha, nossa cachorrinha, que
pacientemente dormiu ao meu lado enquanto eu trabalhava neste!

Enfim, se eu me esqueci de alguém nao foi menos importante, mas o cansago na reta final foi extremo e pode ter
causado isso! Obrigada pela ajuda e compreensio!



RESUMO

A patogénese do diabetes mellitus tipo 2 (DM2) esta associada, basicamente, a dois
mecanismos, resisténcia a acdo da insulina (RI) e disfuncdo das células  pancredticas. O
tecido adiposo modula o metabolismo pela liberacao de 4cidos graxos livres (AGL), glicerol,
citocinas pro-inflamatorias, quimiocinas € hormoénios. O aumento da producdo da maioria
desses fatores compromete a agdo da insulina nos orgdos-alvo, levando a RI. A falta de
adaptagdo das células f a RI leva a hiperglicemia e DM2. Os mecanismos da adaptacdo das
células B ndo estdo bem estabelecidos. O objetivo do presente estudo foi avaliar os padrdes
morfoldgicos e funcionais da progressdao da RI e desenvolvimento do DM2 em modelo animal
de obesidade ¢ DM2. Camundongos Swiss foram divididos em dois grupos: controle (C),
recebeu dieta padrao e DH (dieta hiperlipidica) que recebeu dieta rica em gordura. Testes de
tolerancia a glicose (TTG) e insulina (TTI) foram feitos com 3, 7, 11 e 15 semanas de
experimento. Animais de ambos os grupos foram sacrificados por decaptagdo apds 4, 8 e 16
semanas de experimento e o tecido pancreatico foi analisado. Glicemia de jejum e respostas
do TTG e TTI foram significativamente diferentes entre o grupo DH e o C. Andlises
imunohistoquimicas mostraram que a area das ilhotas aumentou e a expressdo de insulina
diminuiu nas ilhotas do grupo DH comparado com o grupo C com 16 semanas de
experimento. A expressao do fator anti-apoptotico Bel-2 , e a concentragao de citocinas, TNF-
a (Fator de Necrose tumoral — o)) e IL-1p (Interleucina - 1p) determinadas em homogeneizado
pancreatico por ELISA ndo foram diferentes entre os grupos. Os resultados indicaram que a
ingestdo de dieta hiperlipidica induz no pancreas desarranjos morfologicos e funcionais
associados com o desenvolvimento do DM2 em camungos Swiss. O estudo também sugere

que TNF-a, IL-1B e Bcl-2 ndo estdo envolvidos na patogénese do DM2 neste modelo.

Palavras-Chave: Diabetes tipo 2, dieta hiperlipidica, camundongos Swiss, pancreas.
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ABSTRACT

The pathogenesis of type 2 diabetes mellitus (DM2) is associated with insulin resistance (IR)
and pancreatic 3 cells (B cells) defect. Adipose tissue modulates metabolism by releasing free
fatty acids (FFA), glycerol, pro-inflammatory cytokines, chemokines and hormones. The
increased production of most of these factors compromises insulin action in target organs,
leading to IR. The lack of B cell adaptation to IR leads to hyperglycemia and DM2. The
mechanisms of B cell adaptation are not well established. The objective of the present study
was to evaluate the morforlogical and functional patterns of the progression of IR and DM2
development in an animal model of obesity and DM2. Swiss mice were divided into two
groups: control (C), received standard diet; HFD group, received high-fat diet. Glucose (GTT)
and insulin (ITT) tolerance tests were performed tests at 3, 7, 11 and 15 weeks of diet
regimen. Animals of both groups were sacrificed by decaptation at 4, 8 and 16 weeks of diet
regimen and pancreatic tissue was analysed. Fasting glycemia and GTT and ITT responses
were significantly different in HFD from C group. Immunohistochemical analysis showed
that islets area increased and insulin expression decreased in islets of HFD group compared
with C group. The expression of the anti-apoptotic factor, Bcl-2, and the concentration of the
citokines, TNF-a (factor tumor necrosis factor-a) and IL-1p (interleukin-1p) determinated in
pancreatic homogenate by ELISA were not different in the groups. The results indicate that
high-fat diet regimen induces pancreatic morphological and functional derangements
associated with the development of DM2 in swiss mice. The study also suggests that TNF-a,
IL-1B and Bcl-2 are not involved in the pathogenesis of DM2 in this model.

Key Words: Type 2 Diabetes, high-fat diet, Swiss mice, pancreas.
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1. INTRODUCAO

1.1 Relevancia do estudo do Diabetes Mellitus tipo 2

O Diabetes mellitus (DM) pode ser encontrado em todos os paises do mundo e, na
auséncia de programas eficazes de gerenciamento e prevencdo, os indices continuardo
crescendo globalmente (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1994). Estimou-se
aproximadamente 366 milhdes de pessoas no mundo portadores do diabetes em 2011 e, se a
tendéncia crescente continuar, em 2030 serdo em torno de 522 milhdes de diabéticos
mundialmente, sendo 85% a 95% destes, portadores de diabetes mellitus tipo 2 (DM2)
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1994, INTERNATIONAL DIABETES
FEDERATION, 2012).

No Brasil, no final da década de 80, a prevaléncia de DM na populacdo adulta era em
torno de 7,6%. Dados mais recentes apontam para taxas mais elevadas (DIRETRIZES DA
SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2009). Atualmente, estima-se que haja 12,4
milhdes de individuos diabéticos no Brasil e a previsdao para 2030 ¢ de 19,6 milhdes
(INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2012).

Sendo a forma mais prevalente, o DM2 esta associado basicamente a dois fatores,
resisténcia a a¢do da insulina e disfuncdo secretéria das células beta pancreaticas (células )
(BUENO, 2009; CHENTOUF et al., 2011).

Geneticamente, o DM2 apresenta formas monogénicas e poligénicas, sendo a ultima
mais frequente e a que sofre maior influéncia ambiental. Porém, embora haja um componente
genético, fatores ambientais desempenham claramente um papel relevante no aumento

exponencial da doenga e outras anormalidades metabolicas (HULL et al., 2005). Mudangas no



estilo de vida, como o aumento no consumo de dietas com alta caloria e sedentarismo tem
aumentado a prevaléncia de obesidade e DM (SCHMID et al., 2004).

Individuos saudéaveis respondem ao balango positivo de energia estocando o excesso
na forma de triglicerideos no tecido adiposo. Embora esta resposta permita aos seres humanos
lidar de maneira eficiente com as flutuagdes no suprimento energético, também predispde ao
ganho de peso aqueles individuos que ingerem grandes quantidades de alimentos de forma
constante (balango energético positivo cronicamente), ocorrendo por fim a instalagdo do
quadro de obesidade, o que também induz o acumulo de lipidios em locais “ectopicos”, como
no figado, no musculo esquelético, e possivelmente nas células pancredticas e renais
(SAVAGE et al., 2007).

Aproximadamente 60% a 90% dos casos de DM2 estdo relacionados a obesidade,
considerada o maior contribuinte para doenc¢as humanas atualmente, com forte correlagao
entre obesidade, particularmente o acumulo de gordura visceral, e resisténcia a acdo da
insulina (RI) tanto para individuos diabéticos como nao diabéticos (CERF, 2010; KAHN et

al., 2006).

1.2 Fisiopatologia do DM2

1.2.1 RleDM2

A insulina ¢ um hormonio anaboélico produzido pelas células  presentes nas Ilhotas de
Langerhans do pancreas (ilhotas pancredticas). Existem aproximadamente um milhdo de
ilhotas no pancreas e elas constituem 1% a 1,5% da massa pancredtica humana. Cada ilhota
contém, em média, 2.500 células subdivididas em quatro tipos: as células B, fonte unica de

insulina, respondem por 60% a 70%; as células a (células alfa), fonte de glucagon, 20% a



25%; as células & (células delta), fonte de somatostatina, 10% e células PP, fonte de
polipeptideo pancredtico (BERNE et al., 2004). A estrutura microscopica, o suprimento
vascular e a distribuicao das células nas ilhotas sdo importantes para a sua funcao. Cada ilhota
consiste de um nucleo de células B com uma capa de células a e/ou 6 e/ou PP (BERNE et al.,
2004).

A secrecao de insulina ¢ estimulada por diversos fatores como glicose (mais potente
estimulador), hormoénios liberados pelo intestino apds a alimentagdo e que aumentam a
sensibilidade das células B a glicose, além de aminodcidos como a leucina, arginina e lisina
(KAHN et al, 2005). Este hormdnio exerce diversas fungdes biologicas, incluindo a regulacao
do metabolismo energético através de sua ligagdo e ativacdo do receptor de insulina (IR)
(DICKSON & RHODES, 2004; WANG & JIM, 2009).

O IR ¢ o prototipo de uma familia de proteinas homologas integrais de membrana
composto por duas cadeias o idénticas projetando-se para a face externa da membrana
plasmatica, que contem o dominio de ligacdo com a insulina e controlam a atividade de duas
subunidades B transmembrana com sua porcao carboxiterminal projetando-se dentro do
citosol contendo a atividade de tirosina quinase. A insulina se liga a regides especificas da
subunidade o, e a rapida alteragdo conformacional no receptor leva a autofosforilacdo de
residuos tirosina das subunidades P por mecanismo de transfosforilacdo, o que resulta na
ativacao da atividade tirosina quinase do IR (LYRA et al., 2009; KIDO et al., 2001).

A ativagdo do IR inicia eventos de sinalizagdo através do recrutamento de moléculas,
incluindo a familia IRS (Substratos do receptor de insulina) e proteina homoéloga similar a
colageno (SHC) (WANG & JIM, 2009; KAIFU et al., 2009; TANIGUCHI et al., 2006).
Atualmente, dez substratos do IR ja foram identificados, sendo quatro deles pertencentes a
familia dos IRS (LYRA et al., 2009). Como consequéncia a fosforilagdo em tirosina, estas

proteinas interagem com moléculas sinalizadoras através de seus dominios SH2 (dominios



com homologia a Src2), resultando na ativagdo de uma variedade de vias de sinalizagao,
incluindo a da ativagdo da quinase fosfatidilinositol 3 (PI3K) que posteriormente ativa a
quinase serina/treonina (Akt) e da proteina quinase mitogena ativada (MAPK). Estas vias
atuam de maneira coordenada na regulagdo do transporte de glicose, via translocacao do
transportador de glicose (GLUT) para a membrana celular, sintese de proteinas e lipidios e
respostas mitogenas. A sinalizagdo PI3K/Akt ¢ bem caracterizada também como uma via pro-
proliferativa/anti-apoptdtica em varios tipos celulares (DICKSON & RHODES, 2004;
WANG & JIM, 2009; KAIFU et al., 2009; TANIGUCHI et al., 2006).

No musculo e tecido adiposo, a captagao de glicose ¢ regulada pela acao da insulina
(via translocacdo do GLUT4). Ela também promove estoque de substratos através da
lipogénese, glicogénese e sintese proteica; inibe a producao de glicose hepatica
(gliconeogénese) tanto basal quanto estimulada pela acdo do glucagon, inibe a lipdlise,
glicogenolise e degradagdo de proteinas, além de estimular o crescimento e diferenciagdo
celular (KAHN et al, 2005).

A RI ¢ caracterizada por alteragdes em diversos pontos da via de transmissao do sinal
da insulina, alterando suas agdes. Isso ocorre com reducdo da concentragdo ¢ da atividade
quinase do IR, da concentracdo e da fosforilagdo dos IRS-1 e 2, ocorrendo também redugao da
fosforilacdo em residuos tirosina induzida por insulina nos IR e IRS, reducao da atividade da
PI3K, da translocagdo do GLUT-4 e da atividade de enzimas intracelulares (LYRA et al.,
2009; SALTIEL & KAHN, 2001 ). Isso estd associado também ao aumento da acdo de
fosfatases, a reducdo da expressdo de proteinas fosforilaveis ou ainda a ativa¢do de serina-
quinases que, agindo sobre substratos da via de sinalizacdo da insulina, induzem a sua
fosforilacdo em serina, o que compromete sua ativagdo através da fosforilagdo em tirosina

(SALTIEL & KAHN, 2001).



A fosforilagdo em tirosina do IRS-1 ¢ necessaria para a sinalizacdo insulinica,
enquanto a fosforilagdo de IRS-1 em serina tem sido apontada como inibidor da transdugao do
sinal da insulina. Por exemplo, o fator de transcrigdo NF-xB ¢ mantido inativo no citosol pelo
inibidor de kBa (IkBa). Quando este fator ¢ ativado em processos inflamatérios, uma enzima
quinase, o inibidor da quinase kB (IKKP), fosforila IxBa levando a sua rapida degradacdo e
liberacdo do NF-kB para induzir a transcricdo de citocinas pro-inflamatorias. O IKKP
funciona como uma serina quinase que promove a fosforilagdo de IRS-1 em serina e,
portanto, causa deficiéncia na transdug@o do sinal da insulina. Além disso, IKK ¢ ativada por
metabolitos de dcidos graxos, que promovem resisténcia a insulina na obesidade (Bikman et
al., 2009).

A principal marca de RI no figado ¢ o aumento da produgdo hepatica de glicose
devido a inabilidade da insulina em suprimir a gliconeogénese (SHAFRIR ef al., 1999), o que
acarreta em aumento na concentragdo de glicose plasmatica. J& no musculo esquelético, a
sinalizagdo para a transloca¢do de GLUT4, sintese de glicogénio e oxidagdo de glicose estao
diminuidas (BUENO, 2009), prejudicando o metabolismo da glicose nestes 6rgaos.

Apesar de muitos fatores genéticos e ambientais contribuirem para o desenvolvimento
do DM2, um dos componentes-chave ¢ a faléncia das células B em secretar insulina
apropriadamente face a RI. Em individuos saudaveis, as células  respondem a glicose de
maneira bem definida. Quando ha aumento nos niveis plasmaticos de glicose, esta entra nas
células B por transportadores ja alocados na membrana plasmatica (GLUT-2) e ¢
metabolizada através da glicolise e respiragdo aerdbia, levando ao aumento na fragao
trifosfato de adenosina/difosfato de adenosina (ATP/ADP). Este aumento resulta em
fechamento dos canais de potassio sensiveis a ATP desencadeando o influxo de calcio através
dos canais de célcio dependentes de voltagem e resultando em secre¢do de insulina

(NUNEMAKER et al., 2009). Quando ha faléncia destas células em secretar insulina,



juntamente com a prevalente RI, desenvolve-se um quadro de hiperglicemia caracterizando o
diabetes mellitus tipo 2.

Flutuacdes na sensibilidade a agdo da insulina ocorrem normalmente durante o ciclo
de vida, com RI sendo observada durante a puberdade, gravidez e com o envelhecimento.
Reciprocamente, variagdes no estilo de vida, como aumento na atividade fisica e na ingestao
de carboidratos, esta associada com maior sensibilidade a insulina (KAHN et al., 2006).

As células B sdo capazes de adaptar a secrecao de insulina, o tempo todo, em resposta
a modificacdes na demanda metabolica com notavel grau de plasticidade para manter a
homeostase glicolitica. Isto inclui expansdo e involucao da massa funcional de células beta,
isto ¢, tanto modificagdes na producao/secrecdo de insulina como no tamanho e quantidade
das células p (BERNARD-KARGAR & KTORZA, 2001; AHREN et al., 2010). Ou seja, em
condi¢gdes normais, a massa de células B ndo ¢ constante, sendo continuamente remodelada
em um processo dindmico rigidamente controlado.

O aumento da massa de células B ocorre por replicacdao de células beta pré-existentes
(proliferacao resultando em hiperplasia), neogénese (diferenciagdo de células precursoras) e
hipertrofia das células B (aumento do tamanho celular). J4 a reducdo da massa ocorre através
da morte celular, principalmente por apoptose, e também via hipotrofia (redu¢do do tamanho
das células PB). Quando estes mecanismos de compensagdo falham desenvolve-se a
hiperglicemia ¢ 0 DM2 se manifesta (KARGAR & KTORZA, 2008; AHREN ef al., 2010;

CERF, 2010).

1.2.2 Obesidade, Glicolipotoxicidade e DM?2

O tecido adiposo modula o metabolismo pela liberagdo de 4cidos graxos livres (AGL),

glicerol, citocinas pro-inflamatdrias, quimiocinas e hormonios, incluindo a leptina e a



adiponectina. O aumento da producdo da maioria desses fatores, na obesidade, compromete a
acdo da insulina nos orgaos-alvo, atuando, principalmente, na sua cascata de sinalizacao e
levando a resisténcia insulinica. Estudos in vitro tem encontrado que citocinas pro-
inflamatoérias prejudicam a fungdo das células B e induzem apoptose destas células (KAHN et
al., 2006; SAUTER et al,, 2008; ZOU & SHAO, 2008).

Em condigdes fisiologicas, os AGL sustentam a secrecao basal de insulina no jejum e
potencializam a liberagdo deste hormdnio na presenga de glicose. Entretanto, ha evidéncias
crescentes de que a exposi¢do cronica a elevadas concentragdes de AGL possui efeitos
prejudiciais nas células beta pancreaticas, um fendomeno conhecido como lipotoxicidade
(LUPI et al., 2002; BODEN, 1996; WIESENTHAL et al., 1999; FRAYN, 2000). A elevacgao
simultanea das taxas de glicose e lipidios resulta em glicolipotoxicidade, ou seja, em acimulo
intracelular de lipidios e seus metabdlitos, que sdo prejudiciais para a fungdo e sobrevivéncia
das células f (CERF, 2010; SAUTER et al., 2008).

Em circunstancias em que tanto o suprimento de acidos graxos quanto os niveis de
AGL no plasma estdo aumentados, o transporte de glicose para o interior das células e seu
metabolismo subsequente ¢ diminuido pelo aumento na oxidagdo dos &cidos graxos e
cetoacidos (ciclo do 4cido graxo-glicose de Randle). A oxidagdo dos 4cidos graxos aumenta a
relacdo do acetil coenzima A (acetil-CoA)/Coenzima A (CoA) e o nivel de citrato celular.
Estes, por sua vez, inibem trés enzimas-chave no metabolismo da glicose pela glicolise e ciclo
de Krebs, a hexoquinase, a fosfofrutoquinase e a piruvato desidrogenase. O transporte de
glicose para dentro das células, portanto, fica diminuido (contribuindo para um quadro de
hiperglicemia). Além disso, os intermediarios da oxidacdo dos acidos graxos retardam a
glicélise e promovem gliconeogénese (agravando ainda mais a hiperglicemia) (BERNE et al.,

2004).



Devido ao ciclo do acido graxo-glicose, o uso majorado de acidos graxos como
substrato energético (no caso de uma dieta hiperlipidica) desvia o metabolismo da glicose
para longe da oxidacao no figado e no musculo. No figado, o uso aumentado de 4cidos graxos
desvia o metabolismo da glicose do armazenamento como glicogénio para liberagao desta na
corrente sanguinea (BERNE et al., 2004). Além disso, o aumento intracelular do contetido
dos metabolitos dos acidos graxos como diacilglicerol, Acil-CoA (cadeia longa) e ceramida,
ativam a cascata da quinase serina/treonina levando a fosforilagdo em serina/treonina dos
substratos IRS-1 e 2, causando reduzida capacidade dessas moléculas em ativar a PI3K, o que
diminui a sinalizagdo intracelular da insulina levando a RI (SHAFRIR et al., 1999; KELLEY
& MANDARINO, 2000; AKIYAMA et al., 1996).

Trabalhos mostraram que o cultivo de ilhotas de roedores na presenca de elevados
niveis de AGL causa redugdo na secrecdo de insulina em resposta a elevagdo nas taxas
glicémicas, supressdo da biossintese de pro-insulina e queda nos estoques deste hormonio.
Estudos com o rato obeso Zucker diabetic fatty (ZDF) encontraram que a elevada
concentracdo de AGL circulantes nestes animais contribuiu para causar dano a funcao das
células B e perda dessas células por apoptose, levando ao desenvolvimento do DM (LUPI et
al.,, 2002; ZHOU & GRILL, 1994; BOLLHEIMER et al., 1998; LEE et al., 1997).

Segundo Shimabukuro e colaboradores (1998), os altos contetidos de lipidios nas
células B causam aumento na sintese de ceramida de novo, como por exemplo, o excesso de
palmitoil-CoA condensa com serina para formar ceramida em quantidades excessivas. As
ceramidas aumentam a expressdo de Oxido nitrico sintetase induzivel e resulta na
superproducao de 6xido nitrico (ON) desencadeando estresse oxidativo.

Os mecanismos moleculares que ligam a obesidade a RI e a faléncia das células  em
compensar essa resisténcia ndo estdo completamente desvendados e entendidos. Crescentes

evidéncias sugerem que a obesidade esta associada com RI e um estado de inflamagao cronica



de baixo grau com progressiva infiltracao de células do sistema imune no tecido adiposo. As
citocinas derivadas das células imunitarias e as adipocinas derivadas do tecido adiposo
aumentam a inflamagdo do tecido adiposo e consequentemente induzem a diminui¢do da
sensibilidade a insulina (HARFORD et al., 2011; XU et al., 2003; HOTAMISLIGIL et al.,
1993; CHENTOUF et al., 2011; SOLINAS & KARIN, 2010).

A maioria dos individuos, porém, ¢ capaz de adaptar-se a obesidade e a RI através do
aumento adequado de secre¢dao de insulina, ou seja, quando ha RI, tem-se um quadro de
hiperinsulinemia. Os mecanismos adaptativos das células B a RI parecem envolver o aumento
do metabolismo da glicose, a sinalizacao por acidos graxos ndo-esterificados, o aumento da
sinalizagdo pela insulina/IGF-1 (fator de crescimento de insulina 1) e a acdo secretagoga e
mitogena da incretina GLP-1 (peptideo semelhante a glucagon 1) (BUENO, 2009;
DRUCKER, 2006; BERNAL-MIZRACHI et al., 2001; CERF, 2010). Entretanto, naqueles
que ndo sdo capazes de se adaptar ocorre um desbalango havendo maior faléncia das células
do que reposi¢do, com isso o metabolismo glicolitico decai, levando ao DM2 (HULL et al.,
2005; MASIELLO, 2006).

As consequéncias do DM2 em longo prazo (se ndo houver controle adequado da
hiperglicemia) decorrem de alteragdes micro e macrovasculares que levam a disfung¢do, dano
ou faléncia de varios 6rgaos (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2010). Dentre as
complica¢des mais prevalentes do DM tem-se neuropatia diabética, nefropatia diabética,
retinopatia diabética, maior susceptibilidade a infecgdes dermatologicas e complicagdes de
problemas cardiacos bem como hipertensado (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION,

2012).

1.2.3 Faléncia das células § e DM2
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1.2.3.1Inflamacéo

No DM 2, embora a causa primaria da faléncia das células B ndo esteja clara, glicose,
acidos graxos saturados, acimulo de polipeptideo amiloide da ilhota e as citocinas IL-1
(interleucina-1f) e TNF-a (fator de necrose tumoral-a) tem sido sugeridos como
desencadeadores, ja que sao toxicos para linhagens de células B in vitro. Estes estimulos sdo
susceptiveis de induzir tanto estresse oxidativo como do reticulo endoplasmatico (RE)
levando a apoptose nas células beta, ja que as células beta sdo particularmente sensiveis ao
estresse oxidativo devido sua baixa expressdao de moléculas antioxidantes. (THOMAS, 2009,
SAUTER et al., 2008).

Inflamagdo é definida como uma resposta local a uma injuria tecidual. E caracterizada
pela invasao de células imunitarias e liberacao local de citocinas e quimiocinas. Nao € por si
s6 uma doenca e sim a manifestagdo de uma doenga e possui efeitos benéficos como
prevengao de infecg¢des e regeneracao do tecido lesado. Igualmente pode piorar a doenga com
destruicao tecidual devido mediadores inflamatorios (DONATH et al., 2008).

Atualmente, ja ha inimeras evidéncias experimentais, clinicas e epidemioldgicas, da
participagdo do sistema imune ¢ de mediadores inflamatorios nos dois mecanismos basicos do
DM2, RI e faléncia da célula § (KOLB & MANDRUP-POULSEN, 2005; HOTAMISLIGIL,
2006; DONATH et al., 2008; HERDER et al., 2005; THORAND et al., 2005; PICKUP,
2004).

A manutencao por longo periodo de elevadas concentragdes de nutrientes circulantes,
como glicose ou AGL pode exercer um papel na patogénese do DM2 e contribuir com a
inducdo de processos inflamatdrios em varios tecidos incluindo as ilhotas pancreaticas. Tanto
niveis elevados de glicose como de AGL estimulam IL-1B e fatores pré-inflamatérios

dependentes de IL-1p em cultura de ilhotas humanas e de modelos animais (DONATH et al.,
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2010). Algumas evidéncias sugerem que o sistema imune local pode estar envolvido no
mecanismo de apoptose das células B que acompanha os disturbios metabolicos prévios e
culmina no DM2.

Individuos com excesso de tecido adiposo visceral apresentam concentragdes elevadas
de biomarcadores da inflamagdo, que predizem o desenvolvimento do DM2, como contagem
de leucocitos, proteina C-reativa acompanhada de elevadas concentragdes de citocinas IL-6
(interleucina-6), TNF-a e IL-1p, além de reduzidas concentragdes de adiponectina, que possui
acdo protetora aumentando a sensibilidade a insulina periférica em modelos animais
(CHENTOUF et al., 2011; JAGANNATHAN-BOGDAN et al, 2011; DESPRES &
LEMIEUX, 2006; SHKLYAEV et al., 2003; ZOU & SHAO, 2008).

Citocinas sao proteinas secretadas pelas células do sistema imunoldgico que
participam dos processos de imunidade inata e adquirida. S3o moléculas sinalizadoras
utilizadas na comunicagdo celular pelo sistema imune, porém, estudos recentes tem relatado
que virtualmente todas as células, incluindo as células enddcrinas das ilhotas pancreaticas, sao
produtoras potenciais de citocinas. Consequentemente, uma resposta inflamatoéria pode ser
iniciada por qualquer tecido e, portanto, ndo ¢ limitada a um mecanismo de defesa, estando
presente também na base da tentativa de adaptagdo e de reparo em respostas que
desencadeiam, por exemplo, o estresse metabdlico. Se a resposta fisioldgica inicial for de
curta duragdo, sera benéfica, entretanto, se esta resposta ¢ mantida por um tempo prolongado,
pode tornar-se deletéria a funcdo do 6rgdo. Evidéncias crescentes apontam o papel das
citocinas como mediadores-chave nas mudancas adaptativas observadas nas ilhotas
submetidas a altas demandas metabolicas (ABBAS et al, 2003; DONATH et al., 2010;
DONATH et al., 2008). Além disso, dados clinicos e experimentais, in vivo e in vitro,

indicam que no DM2, assim como no diabetes mellitus tipo 1 (DM1), a inflamagao na ilhota
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de pancreatica (insulite) ¢ uma caracteristica predominante (DONATH et al., 2008; EHSES et
al., 2007).

Neste contexto, uma citocina particular pode exercer uma ag¢do muito especifica
levando a proliferacdo de células B e aumento na produgdo de insulina, enquanto que outra
citocina ird regular a massa de células a e a liberacdo hormonal. Entretanto, se o estressor for
desproporcional ao potencial adaptativo da ilhota, esta reagao inflamatdria rigidamente
orquestrada e benéfica pode falhar e se tornar deletéria (DONATH et al., 2010).

O TNF-a ¢ expresso como uma proteina transmembrana da superficie celular de 26
kDa que, ap6s clivagem, produz uma forma de 17 kDa soluvel e biologicamente ativa. Esta
molécula foi originalmente identificada como uma citocina pré-inflamatéria produzida por
macroéfagos e linfocitos. Foi reconhecida como a primeira citocina que poderia induzir RI e
foi proposta como um representante molecular de ligacdo entre obesidade e RI. A expressao
de RNA (acido ribonucléico) mensageiro de TNF-a ¢ maior em obesos e fortemente
correlacionada com o grau de obesidade e o nivel de RI em animais obesos € humanos. O
TNF-o diminui a sinalizacao do IR através do decréscimo da atividade da tirosina quinase do
receptor, podendo também induzir a RI de outras maneiras como estimulando da lipélise, o
que aumenta os niveis de AGL circulantes, alterando desta forma a ac¢do da insulina,
entretanto o papel do TNF-a na duragdo e progressio do DM2 ndo estd totalmente claro
(SWAROORP et al., 2012; ZOU & SHAO, 2008).

IL-1p ¢ uma proteina pertencente a familia de citocinas interleucina-1 (IL-1). Esta
citocina é produzida como uma pré-proteina (31-34 kDa), e é proteoliticamente processada a
sua forma ativa pela caspase 1. Esta citocina é um importante mediador da resposta
inflamatoria, e estd envolvido em varias atividades celulares, incluindo proliferacao,
diferenciagdo e apoptose (RUBARTELLI et al., 1990). O sinal de transducdo de IL-1p ¢

iniciado pela ligacao do ligante ao receptor de IL-1P tipo 1 (IL-1R), seguido pelo encaixe da
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proteina acessoria ao IL-1R. Isto ativa os efeitos subsequentes, com regulagao da
sobrevivéncia e fungao das células f (SAUTER et al., 2008).

A IL-1PB produzida localmente pelas células das ilhotas pancreaticas, incluindo as
células B, possui um importante papel na manutencdo diaria da massa de células B e sua
respectiva fungao, entretanto a exposi¢ao cronica e patologica a niveis elevados de IL-1p esta
associada com inflamacao da ilhota levando a queda de fun¢do e massa das células 3 no DM.
Isto afeta a secrecao de insulina, induz a produg¢do de ON, inibe a proliferacao e promove a
apoptose. (DONATH et al., 2010).

O bloqueio sistémico da producao local de IL-1B por células B, sob estimulo de
glicose, através de injecao de antagonista recombinante do receptor de IL-1 B em 70 pacientes
com DM2 levou ao aumento da secre¢ao de insulina (MAEDLER et al., 2002; LARSEN et
al., 2007, BONI-SCHNETZLER et al., 2008). A hipdtese defendida pelo grupo de
pesquisadores que produziu esses resultados ¢ que o estresse metabolico (hiperglicemia,
dislipidemia e adipocinas) levaria a produgdo de IL-1 B pelas ilhotas, a qual controlaria a sua
propria producao e a de outros mediadores inflamatorios e atrairia macréfagos, perpetuando o
processo inflamatorio. Este processo culminaria na faléncia secretéria e morte das células 3
(EHSES et al., 2008). Adicionalmente, h4 mais de uma década foi demonstrado que a IL-1
pode induzir a expressdo de Fas, receptor de superficie celular envolvido na apoptose de
células B (LOWETH et al., 1998).

Citocinas pré-inflamatérias tais como TNF-a e IL-1B, bem como AGL, ativam
reguladores-chave da inflamac¢ao como a quinase c-Jun N-terminal (JNK), inibidor da quinase
KBp (IKKp) nas células de atuagdo da insulina. O aumento destes reguladores em estados de
resisténcia a insulina ativa fatores de transcri¢do pré-inflamatorios incluindo a proteina
ativadora 1 (c-Jun/Fos) e NF-«B. Isto leva a fosforilagdo em serina dos IRS o que interfere na

acdo da insulina (KARIN & DELHASE, 2000; HARFORD et al, 2011). As vias que
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envolvem a inibi¢do de proteinas sinalizadoras supressoras de citocinas (suppressor of
cytokine signalling, SOCS) e indugdo da sintase do Oxido nitrico (iNOS) podem estar
envolvidas no mecanismo de RI mediada por citocinas. (WELLEN & HOTAMISLIGIL,
2005; MOONEY et al.,, 2001; PERREAULT & MARETTE, 2001; ARKAN et al., 2005).

Embora por diferentes mecanismos, a maioria dos fatores inflamatérios age
negativamente nas vias de sinalinalizagdo da insulina, modificando os seus substratos
intracelulares, principalmente a fosforilagdo da familia protéica dos IRS, com a ajuda de
diferentes fatores de transcri¢ao, dentre eles, a familia do receptor ativado por proliferagao de
peroxissomo (PPAR). Assim, as vias metabolicas, inflamatorias e da imunidade inata parecem
interagir, levando a RI de maneira complexa e ainda pouco clara, apesar dos inumeros
avancos nessa area na ultima década. O chamado estresse do RE e a disfuncao mitocondrial,
causados, entre outros, por aumento de demanda metabdlica, tem sido considerados
importantes elos entre as vias metabolicas e inflamatorias envolvidas na RI associada a
obesidade e ao DM2 (HOTAMISLIGIL, 2006; TANIGUCHI et al., 2006, SCHENK et al.,
2008).

Devido a suas caracteristicas pro-inflamatorias, as citocinas TNF-a e IL-1B sdo bons
preditores da faléncia das células beta e com isso a instalagdo do DM, sendo sua expressao de

grande importancia no processo de instalacdo da doenga ao longo do tempo.

1.2.3.2 Apoptose

A diminuicdo na massa de células B pode desempenhar um papel central na

patogénese do DM tanto em humanos como em roedores (CNOP et al., 2005). Evidéncias

tanto para doenga humana como para modelos animais indicam que a morte de células f em
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ambos os tipos de DM (tipo 1 e tipo 2) ocorre por apoptose (THOMAS, 2009; SAUTER et
al., 2008).

Apoptose, ou morte celular programada, ¢ uma maneira fisioldgica de remodelagdo de
tecidos durante a organogénese, mas também esta presente em outras fases da vida, por
exemplo, na involugdo do timo. Esté claro que o pancreas endocrino € ativamente remodelado
apds o nascimento € a apoptose € um importante mecanismo envolvido nisso. A apoptose €
caracterizada por mudangas morfoldgicas, como condensacao da cromatina nuclear, contragao
celular, membrana bulosa e formagdo de corpos apoptoticos envolvidos por membrana e
constituintes celulares que sofrem fagocitose antes do extravasamento dos conteudos
intracelulares, evitando assim o desencadeamento de uma resposta autoimune (MANDRUP-
POULSEN, 2001).

Apesar de ser um evento bioldgico, em muitas doencgas cronicas degenerativas, porém,
a apoptose leva a inapropriada delecao de células. A cascata apoptdtica pode ser eliciada por
variados estimulos, incluindo eventos intracelulares, como desbalanco metabdlico,
perturbagdo do ciclo celular, ou dano ao DNA, e fatores extracelulares, como a ativagdo de
receptores de morte (receptores de Fas e de TNF- fator de necrose tumoral) ¢ diminui¢ao de
fatores de crescimento, fatores metabodlicos, certos hormonios, além de mediadores
inflamatorios como as citocinas. Altas concentracdes de glicose tem sido relatadas também
como o gatilho para a apoptose em varios tipos celulares, incluindo as células f em modelos
animais (KAIFU et al., 2009; MANDRUP-POULSEN, 2001).

Duas vias apoptdticas distintas, mas interconectadas foram caracterizadas — a via
extrinseca (induzida por receptores de morte na superficie celular) e a via intrinseca (regulada
por Bcl-2 ou mitocondrial). Ambas as vias terminam na ativagdo de efetores, as caspases, que
sdo proteases cisteinil aspartato especificas as quais medeiam os eventos proteoliticos que

caracterizam a apoptose. H4 também uma via adicional que envolve citotoxicidade mediada
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por células-T e morte celular dependente de perforina-granzima (ZEISS, 2003; CHOI &
WOO, 2010; THOMAS, 2009; ELMORE, 2007).

As caspases e todos os componentes da maquinaria apoptdtica, geralmente pré-
existem em células saudaveis em formas inativas. A ativacdo das caspases efetoras ou
executoras (caspases 3, 6 € 7) ocorre pelas caspases iniciadoras (caspases 8, 9 € 10) e definem
as duas vias apoptoticas amplamente estudadas (MORAES, 2009). O acumulo de proteinas
deformadas e alteracdes na homeostase do calcio no RE causam estresse do RE e levam a
morte celular (ZEISS, 2003; CHOI & WOO, 2010; THOMAS, 2009).

A via extrinseca envolve receptores de morte que sdo membros da superfamilia do
receptor do TNF. A unido de ligantes especificos a estes receptores promove o recrutamento e
oligomerizagdo de proteinas citoplasmaticas adaptadoras, como a ligacdo do ligante Fas
resulta na ativacdo da molécula adaptadora FADD e a ligagdo do ligante TNF resulta em
TRADD. FAAD se associa a procaspase-8, formando o complexo de inducdo de morte
(DISC), resultando em ativacdo auto-catalitica da procaspase-8 que, uma vez ativada,
desencadeia os eventos subsequentes da apoptose. Os receptores de morte podem ser inibidos,
sendo desta forma a via controlada, por uma proteina chamada c-FLIP (ELMORE, 2007,
CHOI & WOO, 2010; THOMAS, 2009).

O estimulo que inicia a via intrinseca pode produzir sinais de forma positiva ou
negativa. Os sinais negativos envolvem a auséncia de certos fatores de crescimento,
hormdnios e citocinas que podem levar a faléncia da supressdo de programas de morte
desencadeando a apoptose. Outros estimulos que atuam de maneira positiva, ou seja,
induzindo a apoptose, incluem radiagdo, toxinas, hipdxia, radicais livres entre outros. Estes
estimulos podem causar mudangas na membrana mitocondrial, levando a liberagdo de

proteinas pro-apoptoticas como o citocromo c. Estas proteinas se ligam e ativam Apaf-1 e
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pro-caspase-9, ocorrendo a ativagdo da caspase-9 desencadeando o restante da via apoptotica
(ELMORE, 2007; CHOI & WOO, 2010; THOMAS, 2009).

O controle e regulacdo dos eventos da via intrinseca acima descritos ocorrem por
membros da familia de proteinas Bcl-2, pois estas controlam a permeabilidade da membrana
mitrocondrial e podem ser pro-apoptoticos (Bcl-10, Bax, Bak, Bid, Bad, Bim, Bik, and Blk)
ou antiapoptoéticos (Bcl-2, Bel-x, Bel-xl, Bel-XS, Bel-w, BAG) (ELMORE, 2007). O inicio
das fases iniciais da apoptose ¢ dependente de interacdes entre as proteinas da familia Bcl, ou
seja, quando ha um desbalanco aumentando as proteinas pro-apoptoticas ocorre o disparo da
cascata que leva a morte celular (FEDERICI et al., 2001).

O aumento na expressao de Bcl-2, proteina anti-apoptdtica, ¢ um evento critico através
do qual fatores de crescimento promovem a sobrevivéncia celular. A regido promotora do
gene de Bcl-2 contem local para o fator de transcricio CREB, que ¢ um regulador positivo da
expressao de Bcl-2 e pode ser ativado pela Akt. A importancia da PI3K e Akt para
modificagdes na transcricdo e poéds-traducao de Bcl-2 na maquinaria apoptotica tem sido
relatada por diversos estudos (PUGAZHENTHI et al., 2000). Na resisténcia a insulina, em
que as fung¢des de PI3K e Akt estdo prejudicadas, pode ocorrer menor expressdo de Bcl-2,
levando ao desencadeamento/aumento da apoptose.

A Bcl-2, em particular, tem habilidade em modular a liberagdo de fatores
apoptogénicos (citocromo c), bem como inibir a despolarizagdo da membrana mitocondrial. A
superexpressao de Bcl-2 tem sido relatada como preventor da morte celular tanto por apoptose
quanto por necrose em muitos tipos de células incluindo as produtoras de insulina, sob uma
ampla variedade de estimulos e injurias (BARBU et al, 2002; MIZUNO et al., 1998;
CONTRERAS et al., 2002) .

A expressao de Bcl-2 em ilhotas parece ser inversamente relacionada a quantidade de

gordura na ilhota, que por outro lado é controlada pela agdo do hormoénio leptina. A taxa de
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apoptose ¢ minima em ilhotas com teores normais de gordura devido a alta expressao de Bcl-2
(acdo protetiva). Porém, quando as ilhotas sdo expostas a maior quantidade de gordura os
niveis de Bcl-2 decaem. Enquanto as células sdo sensiveis a acdo da leptina, ha altas
quantidades de Bcl-2 e as células estao protegidas; porém, se a célula torna-se insensivel a
leptina, o que ¢ o caso em muitos modelos de obesidade induzida por dieta, o acimulo de
gordura ¢ o declinio de Bcl-2 leva a eliminacdo destas células (SHIMABUKURO et al,
1998).

A expressao de Bcl-2, portanto, esta relacionada a taxa de apoptose, sendo menor sua
expressdo quando a taxa de apoptose € mais elevada (MECA, 2010). Devido a isso, a
expressao da proteina Bcl-2 pode ser utilizada como um possivel indicador da presenca de

apoptose nas células.

1.3 Modelos animais e DM2

Os fatores envolvidos na disfun¢do das células f nao estdo totalmente estabelecidos,
mas elas deixam de responder aos estimulos secretagogos. Dentre as possibilidades, a falta de
expansao adequada da massa de células B frente a RI pode levar a disfungdo destas células
(WESTERMARK, 1972; BUTLER et al., 2003; HULL et al, 2005). Em contrapartida, a
massa de células  pode expandir apropriadamente, mas um defeito puramente funcional pode
ser a base da ma adaptagdo das células ao aumento de gordura na dieta ¢ RI (BUTLER et al.,
2003). Ou seja, no DM2, a contribuicdo da diminui¢do da massa de células f na deficiéncia
insulinica ¢ controversa (KARGAR & KTORZA, 2008).

M¢étodos ndo invasivos de estudos da massa de células B in vivo em humanos nio estio
disponiveis, devido a isso os dados sdo escassos € ndo hd nenhuma diferencia¢do detalhada

entre os varios estagios de progressdo do DM2. Neste aspecto, modelos animais de DM2 tém
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sido muito uteis. Particularmente, tornam possivel o estudo em paralelo das mudangas ao
longo do tempo na massa e fungdo das células B. Eles também permitem a exploragdo dos
mecanismos subjacentes as modificagdes anatomicas e funcionais (KARGAR & KTORZA,
2008).

O aumento no teor de gordura da dieta (dieta hiperlipidica) tem sido utilizado para
produzir obesidade em varias espécies de camundongos e ratos induzindo com isso a
manifestagdo de RI e DM2 (PAREKH et al., 1998; HULL et al., 2005). Em alguns estudos, o
tratamento com dieta hiperlipidica em ratos ¢ acompanhado de hiperinsulinemia basal em
conjunto com niveis de glicose basais inalterados (IWANISHI & KOBAYASHI, 1993;
MAEGAWA et al., 1986; PASCOE & STORLIEN, 1990; WATARALI et al., 1988).

Estudos com roedores tem encontrado aumento na area total da ilhota em resposta a
RI, mas muitos destes estudos tem utilizado camundongos ou ratos manipulados
geneticamente (BERNAL-MIZRACHI et al., 2001; BUTLER et al., 2003; BOCK et al.,
2003), tornando os resultados mais dificeis de interpretar, e talvez confundindo a
interpretagdo dos processos subjacentes a adaptagdo da ilhota a obesidade e RI, dai a
necessidade de um modelo ndo modificado geneticamente que possa simular com mais
fidelidade o que ocorre em humanos.

O camundongo Swiss Webster esta relacionado com o camundongo AKR propenso ao
diabetes e, ap6s 6 — 8 semanas de exposi¢do experimental a dieta hiperlipidica é relatado
desenvolvimento de obesidade, hiperglicemia e esteatose hepatica. Este modelo desenvolve,
através da combinagdo de fatores ambientais e genéticos, um fenotipo que se assemelha a
sindrome metabdlica humana e DM2 sendo, portanto ¢ uma ferramenta interessante para
estudos relacionados a fisiopatologia e terapias relacionadas a esta condigdo (DE SOUZA et

al.,2007).
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Devido aos fatores envolvidos na disfuncdo das células B ndo estarem bem
estabelecidos e serem de fundamental importancia para o desenvolvimento de novas terapias,
como transplante de células tronco, além de estudos relatarem que uma parte dos individuos
obesos nao desenvolvem DM ¢ imprescindivel estudos que investiguem a situagdo
morfologica e fisiologica do pancreas caracterizando a evolu¢do da doenga ao longo do tempo

em modelos animais expostos a dieta hiperlipidica.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Caracterizar morforlégica e funcionalmente a progressao da RI e desenvolvimento de

DM?2 em modelo animal de obesidade Swiss Webster (SW) exposto a dieta hiperlipidica.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Avaliagao morfométrica das ilhotas pancreéaticas.

2.2.2 Verificagdo da presenca de células e mediadores inflamatorios em
homogeneizado pancreatico.

2.2.3 Verificagdo da expressdo de marcador anti-apoptdtico Bcl-2 ilhotas

pancreaticas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais e Condic¢oes experimentais

Camundongos Swiss Webster machos, adultos, pesando 28,2 + 0,5g (média + erro
padrio da média), com 4 semanas de idade, foram obtidos do CEMIB (Centro
Multidisciplinar para Investigagdo Biolégica na Area da Ciéncia em Animais de Laboratério)
da Unicamp.

Durante o periodo experimental os animais foram mantidos em gaiolas individuais, no
biotério do Laboratério de Neuroendocrinologia, do Departamento de Ciéncias Fisiologicas
(DCF) da UFSCar sob condig¢des de temperatura (25,0 + 2,0°C), umidade e iluminagio (6 —
18h: claro, 18 — 6h: escuro) controladas. A oferta de agua e alimento foi ad libitum.

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagdo

Animal da UFSCar (Protocolo n. 066/2010).

3.1.1 Desenho experimental

Os animais ficaram durante uma semana em aclimatagdo, recebendo dieta padrio.
Ap0s este periodo, os animais foram aleatoriamente divididos em dois grupos:

-Grupo controle (C) recebeu dieta padrio.

-Grupo dieta hiperlipidica (DH) recebeu dieta com 60% do valor calérico representado
por gordura.

Apbs 4, 8 ¢ 16 semanas, os animais de ambos os grupos foram sacrificados por
decapitagdo e o pancreas foi coletado para posterior analise. O organograma abaixo (Figura 1)

mostra o desenho experimental utilizado.
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Aclimatacao

Dietacontrole ¢ 1 SEMANA

[ |
C - grupo controle I DH - grupo dieta hiperlipidica

B s [
COLETA 1

l !
COLETA 2

! | 16 SEMANAS | !
COLETA 3

Figura 1. Organograma representativo do desenho experimental utilizado.

3.1.2 Composicao das Dietas

As dietas utilizadas foram obtidas da PragSolu¢des Comércio e Servigos Ltda (Jau —
SP) e continham a seguinte composicao:

Dieta padrio purificada: 13,1% de proteinas, 73,8% de carboidratos, 4,0% de
lipidios e densidade calorica de 3,8 Kcal/g, conforme informagdes fornecidas pelo fabricante.

Dieta hiperlipidica purificada: 20,0% de proteinas, 20,0% de carboidratos, 60,0% de

lipidios e densidade calorica de 5,2 Kcal/g, conforme informagdes fornecidas pelo fabricante.

3.1.3 Controle da Ingestio Alimentar e Massa Corporal
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A ingestdao alimentar foi mensurada diariamente (subtracdo da racdao oferecida pela
racdo restante) e o peso dos animais foi aferido semanalmente durante o periodo

experimental.

3.1.4 Monitoramento da glicemia

A glicemia dos animais foi aferida periodicamente, sendo para isso coletadas amostras
de sangue da cauda dos animais e a glicemia determinada por glicosimetro portatil (Accu-

Chek®™ Active, Roche), pela manhd, com os animais em jejum de 12 horas.

3.1.5 Teste de tolerancia a glicose (TTG)

O TTG foi realizado apos 3, 7, 11 e 15 semanas de experimento. Os animais foram
mantidos em jejum por 12h (periodo noturno) e o teste foi realizado pela manha apds o jejum.
Foi coletado sangue da cauda para avaliagao glicémica no jejum e entdo os animais receberam
uma injecao intraperitonial de glicose em solucdo salina (NaCl 0,9%) na concentragdo de 1,5g
por quilograma de peso do animal. A glicemia foi monitorada apds 30, 60, 90 e 120 minutos

da aplicacao da solucao de glicose.

3.1.6 Teste de tolerancia a insulina (TTI)

O TTI foi realizado apds 3, 7, 11 e 15 semanas de experimento, com intervalo de dois
dias ap6s o TTG. Os animais foram mantidos em jejum por 12h (periodo noturno) e o teste foi
realizado pela manha apds o jejum. Foi coletado sangue da cauda para avaliagao glicémica no

jejum e entdo os animais receberam uma inje¢do intraperitonial de insulina de agdo regular



25

humana (Novolin® R) em solugio salina (NaCl 0,9%) na concentragio de 0,75U por
quilograma de peso do animal. A glicemia foi monitorada apos 30, 60, 90 ¢ 120 minutos da

aplicagdo da solugdo de insulina.

3.2 Coleta do pancreas

O pancreas foi coletado, pesado e seccionado em duas partes, conforme mostrado na

Figura 2.

Figura 2. Corte seccional do pancreas. O traco vertical indica o local de corte para divisao
do pancreas em cabega e cauda.

A regido da cabega pancreatica foi armazenada em tubos plasticos do tipo falcon
contendo formalina tamponada (10%) para posterior analise histologica e a regido da cauda
foi armazenada em tubos plasticos (Eppendorf®) contendo 700uL de inibidor de protease

Complete (Roche) em freezer -20°C para posterior andlise do material.

3.3 Analises morfométricas do Pancreas Enddcrino

As aliquotas de tecido pancreatico fixadas em formalina tamponada (10%) passaram
por processo de desidratacdo em sequéncia crescente de concentragdo de etanol (70%, 80%,
90%, 95% e 100%), foram diafanizadas em xilol, impregnadas em paraplast e, incluidas em

blocos de paraplast (Histosec® - Merck). Foram feitos cortes histologicos de 5um de
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espessura em microtomo (Micron®™ HM360) e os cortes foram estendidos ¢ montados em

laminas tratadas com polilisina para melhor fixagdo do corte.

3.3.1 Coloracao com hematoxilina e eosina (HE)

Apos o procedimento descrito acima, duas laminas de cada animal passaram pelo
processo de desparafinizagdo em xilol, seguida por alcoolizacdo em alcool etilico e hidratacao
em agua destilada, sendo finalmente os cortes corados por HE. Apds a coloragdo, os cortes
foram desidratados em 4alcool e diafanizados em xilol, sendo posteriormente feita a montagem
das laminas utilizando Balsamo do Canadéd para fixacao de laminula. As laminas foram
analisadas em microscopio optico (Olympus® modelo BX 51). Uma sec¢do de cada animal foi
escolhida e todas as ilhotas deste corte foram fotografadas por uma camera acoplada ao
microscopio (Olympus® DP72) com a ajuda de a um programa de computador (DP2-BSW),
para posterior analise morfologica e verificagdo da presenga/auséncia de processo
inflamatorio. A analise das laminas teve a colaboracdo da Profa. Dra. Lucimar de Avo,

patologista do Departamento de Medicina da UFSCar.

3.3.2 Reacoes de Imunohistoquimica

Para as reagdes de imunohistoquimica, quatro laminas de cada animal foram mantidas
em estufa a 60°C pelo periodo de 12h para desparafiniza¢do. As laminas entdo passaram por
processamento para hidratagdo por imersdo em xilol, alcool etilico (em concentragdes
decrescentes de 100%, 80% e 70%) e agua destilada. Os cortes foram, em seguida, lavados
com PBS 1X (contendo Tween 20; 0,05%). A recuperagdo antigénica, quando aplicada, foi

feita através de aquecimento dos cortes, em tampao citrato, pH 6.0, por 7 minutos em
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aparelho microondas. Apos esta etapa ou sequencialmente a lavagem, foi feito o isolamento
dos cortes com caneta hidrofobica e entdo o bloqueio da peroxidase endogena por 10 min com
o reagente Peroxidase and Alkaline Phosphatase Blocking Reagent (Dual Endogenous
Enzyme-Blocking Reagent, S200389-2) (DAKO). Apos lavagem, foi utilizado PBS+BSA 1%
(contendo Tween 20; 0,05%) por 20 minutos para bloqueio das ligagcdes inespecificas e em
seguida foi adicionado anticorpo primario Insulin (H-86), rabbit policlonal (Santa Cruz
Biotechnology, sc: 9168; 1:100), seguida por incubacao de 1h ou Bcl-2 (N-19), rabbit
policlonal (Santa Cruz Biotechnology, sc:492; 1:200), seguida por incubacdo de 2h. Apds
lavagem, o kit Universal LSAB™+ Kit/HRP, Rabbit/Mouse/Goat (DAKO) foi utilizado como
fonte do anticorpo secundario e estreptavidina. A reagdo foi revelada com DAB+ (DAKO) e
contra-corada com hematoxilina. Foram feitas duas laminas por animal de cada marcador, e
estas foram analisadas em microscopio optico (Olympus®, modelo BX 51) acoplado a cAmera
fotografica (Olympus® DP72) com ajuda de um programa de computador (DP2-BSW). As
ilhotas foram fotografadas e as imagens armazenadas para posterior analise morfométrica.

Para analise morfométrica, cinco ilhotas (a menor quantidade de ilhotas encontradas
em uma sec¢do pancreatica) de cada animal foram selecionadas e fotografadas, sendo a
primeira ilhota da esquerda para direita no corte e as quatro diretamente adjacentes a esta
(BUTLER et al.,, 2003), para posterior analise da area total da ilhota, d&rea imunomarcada para
insulina, contagem do numero de células beta e numero total de células em cada ilhota. Para
as andlises das areas foi utilizado o programa Image-Pr6® Plus (Media Cybernetics) e para a
contagem de células foi utilizado o programa Image J.

A partir das analises descritas foram feitos os céalculos para obten¢do do numero de
células beta por um” da ilhota, numero total de células por pm? da ilhota, 4rea fracional de
insulina (fracdo da area imunomarcada com insulina pela area total da ilhota), ¢ o nimero

fracional de células beta (fragdo do numero de células beta pelo nimero total de células em
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cada ilhota). Foi feita ainda a analise semi-quantitativa para intensidade de marcagao de
insulina de acordo com a proposta de Simsek e colaboradores (2012) da seguinte maneira: 1)
A= ndo reatividade, i1) B= fraca, reatividade celular individualizada em < 25% da ilhota, 1ii)
C= média a moderada reatividade em < 50% da ilhota, iv) D= forte reatividade em < 50% da
ilhota, e v) E= reatividade muito forte em > 75% da ilhota. A intensidade média de marcagao
foi calculada pela seguinte formula: [(Ax1)+(Bx2)+(Cx3)+(Dx4)+(Ex5)]/(A+B+C+D+E) e
relatada como a seguir: i) — = 0,00; ii) + = 0,01-1,00; 1ii) ++ = 1,01-2,00; iv) +++ = 2,01-3,00
e v) ++++=3,01-4,00.

A andlise imunohistoquimica do marcador de apoptose Bcl-2 foi feita de maneira
semelhante a descrita acima, sendo selecionadas cinco ilhotas de cada animal e calculada a
area fracional de Bcl-2, e também a analise semi-quantitativa para avaliagao da intensidade de

marcacao de acordo com a proposta de Simsek e colaboradores (2012) acima descrita.

3.4 Quantificacio de citocinas no pancreas

As aliquotas pancredticas armazenadas em inibidor de protease foram homogeneizadas
e centrifugadas a 2000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi coletado e armazenado em tubos
plasticos (eppendorf®) para posterior analise.

As concentragdes das citocinas TNF-a e IL-1B foram determinadas por ensaio
imunoenzimatico (ELISA), com kits da eBioscience® [TNF-a, kit Ready-Set—Go/® Mouse
Tumor Necrosis Factor-alpha (cat. 88-7324-88); IL-1B o kit Ready-Set-Go!® Mouse

Interleukin-1beta (cat. 88-7013-88)], seguindo as instru¢des do fabricante.
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3.5 Analise Estatistica

Para analise dos dados foi utilizado o programa STATISTICA® 7.0 (Stat Soft).
Inicialmente foi testada a distribuicdo normal dos dados. Para comparagao entre grupos C e
DH, foi utilizado o teste One-Way ANOVA, com pos-teste de Dunnett. Para comparacao das
diferencas de cada grupo nos tempos 4, 8 ¢ 16 semanas, foi utilizado teste Two-Way
ANOVA, com poés-teste de Tukey. Para comparacao entre os grupos C ¢ DH nos tempos 4, 8
e 16 semanas foi utilizado o teste Two-Way ANOVA e pos-teste Dunnett. O nivel de
significancia estatistica adotado foi de P < 0,05. Os resultados estdo apresentados como

Média + Erro Padrao da Média (EPM).
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4. RESULTADOS

4.1 Massa corporal

A Figura 3 apresenta a evolucdo da massa corporal (gramas, g) dos animais do grupo
C e do grupo DH ao longo do periodo experimental. Os animais de ambos os grupos
apresentaram aumento de massa corporal ao longo do periodo experimental, porém observa-
se diferenca significativa da massa corporal do grupo DH em relagdo ao C, a partir da quinta

semana, diferenca esta mantida nas semanas 6-8 ¢ 12-16.

Massa corporal (g)
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Figura 3. Massa corporal (g). Os valores estdo representados em média =+ EPM. Grupo C,
n=4-11; Grupo DH, n=5-14. * P < 0,05, C vs DH.

4.2 Ingestao caldrica

A Figura 4 apresenta a evolucdo da ingestdo caldrica diaria (quilocalorias, Kcal) dos

animais ao longo do periodo experimental. Observa-se aumento significativo da ingestao
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calorica do grupo DH comparado com o grupo C a partir da 4° semana, que se mantém até o

término do experimento, com exce¢do das 13* e 15 semanas.

Ingestao Calodrica oe
—=— DH

N w w
()] o ()]
| | |

Ingestao (Kcal/dia)
S @ o

[¢)]
|

o
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012345678 91011121314151617
Tempo (semanas)

Figura 4. Ingestao calérica (Kcal/dia). Os valores estdo representados como média = EPM.
Grupo C, n=4-11; Grupo DH, n=5-14. * P < 0,05, C vs DH.

4.3 Controle Glicémico (Jejum)

A Figura 5 apresenta o grafico do controle glicémico dos animais, em jejum, durante o
periodo experimental. As medidas foram feitas nas semanas 3, 7, 11 e 15. A glicemia inicial
dos animais nao apresentou diferencas significativas entre os grupos. Porém, os animais do
grupo DH apresentaram glicemia significativamente maior em relacao ao grupo C a partir da

3% semana.
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Figura S. Glicemia (mg/dL). Os valores estao representados como média = EPM. Grupo C,
n=4-11; Grupo DH, n=5-14. * P < 0,05, C vs DH.

4.4 Teste de tolerancia a glicose (TTG)

As Figuras 6 ¢ 7 apresentam os resultados obtidos nos TTGs realizados nas 3°, 7%, 11°
e 15" semanas experimentais. O grupo DH apresentou valores, tanto de concentragdo
glicémica plasmatica como de area sob a curva (AUC), significativamente maiores do que o

grupo C a partir da 3" semana. Ndo foi observada diferenga significativa entre as AUC, de

ambos os grupos ao longo do periodo experimental.
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Figura 6. TTG. Os valores estdo representados como média = EPM. A, teste apos 3 semanas

de tratamento, B, ap6s 7 semanas, C, apds 11 semanas e D, apos 15 semanas. Grupo C, n= 4-
11; Grupo DH, n=5-14. * P < 0,05, C vs DH.
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Figura 7. AUC TTG. Os valores estdo representados como média £+ EPM. Grupo C, n=4-11;
Grupo DH, n=5-14. * P < 0,05, C vs DH.

4.5 Teste de tolerancia a insulina (TTI)

As Figuras 8 e 9 apresentam os resultados obtidos nos TTIs realizados nas 3% 7%, 11% e
15" semanas experimentais. O grupo DH apresentou valores, tanto de concentragio glicémica
plasmatica como de area sob a curva (AUC), significativamente maiores do que o grupo C a
partir da 3" semana. Nio foi observada diferenca significativa entre as AUC do grupo C ao
longo do periodo de experimento. Houve diferencas significativas entre as AUC do grupo DH

ao longo do periodo experimental.
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Figura 8. TTI. Os valores estdo representados como média = EPM. A, teste ap6s 3 semanas

de tratamento, B, ap6s 7 semanas, C, ap6s 11 semanas e D, apos 15 semanas. Grupo C, n= 4-
11; Grupo DH, n=5-14. * P < 0,05, C vs DH.
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Figura 9. AUC TTIL. Os valores estdo representados como média + EPM. Grupo C, n=4-11;
Grupo DH, n=5-14. * P < 0,05, C vs DH; # P < 0,05, DH vs DH 3 semanas; & P < 0,05, DH
vs DH 7 semanas.

4.6 Analise morfolégica do pancreas endocrino — coloracao HE

As ilhotas das seccdes coradas com HE foram analisadas para verificacdo das
caracteristicas morfologicas e presenga de células inflamatorias. A Figura 10 apresenta ilhotas
pancreaticas representativas dos grupos C e DH coradas com HE nos diferentes tempos
experimentais analisados.

Na maioria das ilhotas analisadas, aquelas do grupo DH apresentaram aparente
aumento de tamanho em relagdo ao grupo C nas 8" e 16" semanas experimentais, ocorrendo
também alteragdo da morfologia tipica da ilhota (arredondada). Nao foi identificada a
presenca de células inflamatdrias nem internamente (insulite) nem na periferia das ilhotas

(perinsulite) em nenhum dos grupos.
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Figura 10. Ilhotas representativas dos grupos analisados. Coloracao HE. A, grupo C 4
semanas; B, grupo DH 4 semanas; C, grupo C 8 semanas; D, grupo DH 8 semanas; E, grupo
C 16 semanas; F, grupo DH 16 semanas.

4.7 Imunohistoquimica — marcador insulina

A Figura 11 mostra imagens representativas das ilhotas pancreaticas dos animais dos
grupos C e DH nos tempos estudados. A coloracdo marrom caracteriza insulina. Pode-se
obsevar nesta figura que no grupo C, em todos os tempos analisados, ha forte marcagdo
caracterizando alta expressdo de insulina nas ilhotas destes animais. No grupo DH na 16"
semana houve aumento aparente da ilhota, com grande nimero de nicleos € menor expressao

de insulina.
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A Tabela 1 apresenta os dados de analise semi-quantitativa das ilhotas dos animais de
ambos os grupos. Através desta analise observa-se diferenca na intensidade de marcagao para
insulina no grupo DH na 16 semana em relagdo ao mesmo grupo na 4 e 8" semanas e em
relagdo ao grupo C.

A Figura 12 apresenta o grafico da area média das ilhotas analisadas. Houve aumento
da 4rea das ilhotas do grupo DH na 16" semana em relagdo ao mesmo grupo na 4" ¢ 8*
semanas e em relacao ao grupo C.

A Figura 13 apresenta o grafico da area fracional de insulina, ou seja, a drea marcada
para insulina em relacdo a area total da ilhota, caracterizando a expressdo de insulina nas
ilhotas analisadas. Ocorreu diminui¢do da expressdo de insulina no grupo DH na 16 semana
em relagdo a0 mesmo grupo na 4° ¢ 8" semanas e em relagdo ao grupo C.

O numero total de células/area da ilhota (Figura 14), o nimero de células beta/area da
ilhota (Figura 15) e o numero fracional de células beta (propor¢ao de células beta em relagao
ao numero total de células da ilhota) (Figura 16) nao foram significativamente diferentes entre

0S grupos.



39

Figura 11. Ilhotas representativas dos grupos analisados marcadas com insulina. A,
grupo C 4 semanas; B, grupo DH 4 semanas; C, grupo C 8 semanas; D, grupo DH 8 semanas;
E, grupo C 16 semanas; F, grupo DH 16 semanas.

Tabela 1. Analise semi-quantitativa da intensidade de marcacio para insulina. C — grupo
controle, DH — grupo dieta hiperlipidica. ++++ = forte reatividade em > 75% da ilhota; +++ =
forte marcacdo em < 75% da ilhota

Grupo Intensidade marcacao insulina
C 4" semana ot
C 8" semana ++++
C 16" semana ++++
DH 4° semana ++++
DH 8° semana ++++
DH 16" semana bt
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Figura 12. Area média das ilhotas pancreaticas. Grupo C, n= 3-4; Grupo DH, n=4-5. * P <
0,05, Cvs DH; # P < 0,05, DH vs DH 3 semanas; & P < 0,05, DH vs DH 7 semanas.
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Figura 13. Area fracional de insulina (expressio de insulina nas ilhotas). Grupo C, n= 3-
4; Grupo DH, n=4-5. * P < 0,05, C vs DH; # P < 0,05, DH vs DH 3 semanas; & P < 0,05, DH
vs DH 7 semanas.
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Figura 14. Numero de células por ilhota. Grupo C, n= 3-4; Grupo DH, n=4-5.
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Figura 15. Numero de células beta por ilhota. Grupo C, n= 3-4; Grupo DH, n=4-5.
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Figura 16. Numero fracional de células beta. Grupo C, n= 3-4; Grupo DH, n=4-5.

4.8 Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a)

A concentragdo de TNF-a em homogeneizado pancreatico nao foi diferente entre os

grupos (Figura 17).
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Figura 17. Concentracio de TNF-o em homogeneizado pancreatico. Grupo C, n= 3-4;

Grupo DH, n=4-5.

4.9 Interleucina-1p (IL-1p)

A Figura 18 apresenta a concentragcdo de IL-1p em homogeneizado pancreatico. Nao

ocorreu diferencga significativa entre os grupos.
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Figura 18. Concentraciao de IL-1f em homogeneizado pancreatico. Grupo C, n= 3-4;
Grupo DH, n=4-5.

4.10 Fator anti-apoptotico Bcl-2

A Figura 19 apresenta as imagens representativas das ilhotas dos grupos. Observa-se
diminui¢do da expressao do Bcl-2 nos grupos alimentados com dieta hiperlipidica, sendo esta,

porém mais acentuada na 16" semana.

A analise semi-quantiva da expressdao da proteina Bcl-2 estd apresentada na Tabela 2.
Foi possivel verificar redugio na expressio desta proteina nos grupos DH na 8* e 16" semanas

além do C na 16* semana.

A Figura 20 mostra a area fracional de Bcl-2 caracterizando a sua expressao nas

ilhotas. Observa-se uma tendéncia a redugao nas concentragdes de Bcl-2 nao havendo, porém

diferencas significativas entre os grupos.
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Figura 19. Imagens representativas de ilhotas marcadas com Bcl-2. A, grupo C 8
semanas; B, grupo DH 8 semanas; C, grupo C 16 semanas; D, grupo DH 16 semanas.

Tabela 2. Analise semi-quantitativa da intensidade de marcacido para Bcl-2. C — grupo
controle, DH — grupo dieta hiperlipidica. ++++ = forte reatividade em > 75% da ilhota; +++ =
forte marcacdo em < 75% da ilhota

Grupo Intensidade marcacao Bcl-2
C 8 semanas ++++
C 16 semanas +++
DH 8 semanas +++
DH 16 semanas +++
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Figura 20. Area fracional Bcl-2 (expressio de Bel-2 nas ilhotas). Grupo C, n=3; Grupo

DH, n=3-5.

Tabela 3. Resumo dos resultados obtidos na analise pancreatica de animais alimentados
com dieta hiperlipidica por 4, 8 e 16 semanas, em comparacio com animais alimentados
com dieta padrao. IHQ — imunohistoquimica.

4 semanas

8 semanas

16 semanas

Area das ilhotas (umz)

1

Area fracional insulina (umz)

Numero fracional de céls B

Nimero céls/ pm” ilhota

Nimero céls B/ pm” ilhota

Expressao de IL-1B

Expressiao de TNF-a

Expressao de Bcl-2

Area das ilhotas (analise qualitativa,
HE)

Expressao de insulina (analise
qualitativa, IHQ)

Expressiao de Bel-2 (analise qualitativa,

THQ)

«= 11T
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5. DISCUSSAO

O excesso de deposito de gordura ¢ consequéncia de um desequilibrio entre energia
ingerida e energia despendida; a ingestao caldrica ¢ alta quando, por exemplo, alimentos ricos
em gorduras (hiperlipidicos) sao consumidos em altas quantidades (ASTRUP et al., 2000). A
obesidade dos animais observada neste trabalho (Figura 3) foi desencadeada pela maior
ingestdo de quilocalorias do grupo DH em relagao ao grupo C (Figura 4).

O excesso de tecido adiposo pode afetar direta ou indiretamente a sensibilidade a
insulina, causando RI, o que precede o DM2 (PARK et al., 2006; TAKAMOTO et al., 2008;
KADOWAKI et al., 2003; PARKER et al, 1993). Estudos relatam que a alimentacdo de
camundongos com dieta rica em gordura, tanto por curtos como por longos periodos de tempo
resulta em obesidade e RI (CARICILLI et al., 2008; MATVEYENKO et al., 2009; BUTLER
et al., 2003; AHREN et al, 2010). Os TTGs (Figuras 6 ¢ 7) mostram intolerancia a glicose nos
quatro tempos em que foram realizados (3, 7, 11 e 15 semanas) e os TTIs (Figuras 8 ¢ 9), RI
estabelecida, corroborando os dados acima citados.

Em muitos individuos, a RI é compensada pelo aumento da massa funcional de células
beta e, com isso, acréscimo na secre¢do de insulina, mantendo a normoglicemia. Diversos
autores relatam hipertrofia da ilhota devido ao aumento na massa de células § (CARICILLI et
al., 2008; MATVEYENKO et al., 2009; BUTLER et al., 2003; AHREN et al, 2010). A
conversao de pré-diabetes a hiperglicemia em pacientes com DM2 ¢ associada ao declinio na
capacidade secretoria das células B em compensar a RI (SRINIVASAN et al., 2007). Na
analise em primeira instancia das ilhotas com coloracdo HE pode-se observar uma tendéncia
ao aumento na area das ilhotas nos grupos DH nas 8" e 16" semanas. Observa-se ainda que a
morfologia tipica das ilhotas estd modificada (Figura 10). Através dos dados da

imunohistoquimica para insulina pode-se calcular a drea média das ilhotas. No grupo DH na
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16 semana houve aumento significante da drea média das ilhotas em relagdo ao seu controle e
aos demais grupos DH analisados (Figura 12). Este aumento possivelmente foi devido em sua
grande parte a hiperplasia celular ja que o numero total de células nas ilhotas € proporcional a
sua respectiva area (Figura 14).

Pode-se inferir que houve tentativa, ainda que falha, na adaptacao frente a alta
demanda insulinica nos animais submetidos a dieta hiperlipidica por 16 semanas, pois, como
apresenta a Figura 15, houve um aumento proporcional também no numero de células § de
acordo com a area da ilhota, ou seja, aumentou a area média das ilhotas e também o niimero
de células B no grupo DH na 16" semana, ja que ndo houve diferenca significativa do nimero
de células beta por um?” de 4rea da ilhota entre os grupos. Resultados semelhantes de aumento
na area da ilhota devido a hiperplasia de células B também foram encontrados por Hull e
colaboradores (2005) em um trabalho com camundongos alimentados com dietas
hiperlipidicas que apresentavam diferentes concentragdes de gordura em sua composicao e
também em trabalhos mais atuais (ZHANG et al., 2012). Ahrén e colaboradores (2010)
desenvolveram um estudo com camundongos submetidos a dieta hiperlipidica por 3, 6 ou 12
meses e seus resultados mostram que o aumento na massa de células  nos animais que
receberam dieta hiperlipidica por 3 e 6 meses foi principalmente devido a hiperplasia, porém,
com 12 meses houve contribuicdo também de hipertrofia das células B, resultado igualmente
encontrado por Shafrir e colaboradores (1999) com camundongos expostos a trés meses de
dieta rica em gordura. Ainda ndo ha um consenso se o aumento observado na area média das
ilhotas de animais submetidos a dieta hiperlipidica ¢ devido a hiperplasia ou hipertrofia de
células B ou ambas.

Somente uma parte da compensacao das células f a RI é devido ao aumento na massa
de células B. Animais expostos a dieta rica em gordura por longo tempo ou curtos periodos de

infusdo lipidica podem apresentar aumento na massa de células f sem aumento na secrecao de
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insulina estimulada por glicose, indicando que a fun¢do das células B ¢ a massa ndo estdo
necessariamente simultaneamente relacionadas. A relagdo entre funcao das células B e
diminui¢do da massa das mesmas como causa da faléncia das células B na progressao do DM
¢ debatido, com maior énfase na relevancia da “massa de células B funcional” do que na
massa total de células B (PEYOT et al., 2010).

No presente trabalho, possivelmente ocorreu uma falha na adaptagdo da massa
funcional de células B, pois, na 4 ¢ 8" semanas de experimento pode ser observada uma
grande expressao de insulina nas células das ilhotas nos animais do grupo DH, semelhante a
encontrada no grupo C, porém os animais destes grupos estao hiperglicémicos (Figura 11, 13,
5 e Tabela 1). Ja no grupo DH na 16" semana, observou-se aumento no niimero de células P,
pois como explanado anteriormente houve hipertrofia das ilhotas com hiperplasia de células
B, o que leva a crer que a falha pode ter sido na funcionalidade das células B j& que este grupo
apresentou menor expressao de insulina nas ilhotas e, mesmo com um maior numero de
células B, o quadro de hiperglicemia foi mantido (Figuras 11, 13, 5 e Tabela 1). Resultado
semelhante também foi encontrado em ratos Zucker Diabetic Fat com 14 semanas de idade
(JONES et al., 2010). Como estes roedores tornam-se extremamente obesos devido a uma
mutagdo genética no receptor de leptina, estes resultados podem indicar o papel essencial dos
AGL na disfun¢ao das células B, alterando com isso a anatomia das ilhotas, havendo grande
quantidade de células, porém com baixa expressao de insulina. Ja, Karasawa e colaboradores
(2009) em seu trabalho com camundongos expostos a dieta hiperlipidica relatam o
desenvolvimento inicial de obesidade com posterior desenvolvimento de DM que presumem
ter sido causada pela disfungdo das ilhotas pancreaticas, ja que os resultados para marcacao de
insulina por imunohistoquimica nas ilhotas pancreaticas mostra densidade de coloracao

reduzida para insulina nos animais diabéticos.



50

Até o momento, nao estd clara a dinamica existente entre os fatores que conduzem ao
aumento da massa de células B e sua fun¢do e aqueles que levam a sua reducdo nos varios
estagios do desenvolvimento do DM2, particularmente os AGL podem participar de ambos.
Susceptibilidade genética pode ser um determinante critico dessa dinamica, tanto em humanos
como em modelos animais (PEYOT et al., 2010).

Falhas na adaptagdo das células B em secretar quantidades adequadas de insulina de
acordo com a demanda também sdo encontradas em alguns estudos com camundongos que,
por serem vulneraveis ao DM2, desencadeiam um quadro de hiperglicemia com
caracteristicas patoldgicas nas ilhotas incluindo déficit na massa de células B, acamulo de
deposito amiloide e apoptose induzida por estresse do RE (MATVEYENKO et al., 2009),
porém os motivos que desencadeiam o quadro hiperglicémico ainda nao estdo totalmente
esclarecidos (ZHANG et al., 2012), mas estudos t€ém sugerido que a dieta hiperlipidica pode
ter um efeito direto, adverso na fungdo secretoria das células p (AHREN et al., 2002; HULL
et al., 2005).

O camundongo Swiss, utilizado neste trabalho, tem sido descrito como um modelo
que, quando alimentado com dieta rica em gordura, torna-se rapidamente obeso e diabético,
sendo considerado um bom modelo experimental para sindrome metabolica e DM?2
(ARAUIJO et al, 2007; De SOUZA et al., 2007; CARICILLI et al, 2008). Segundo a
literatura, ap6s oito semanas de tratamento com dieta hiperlipidica este animal desenvolve
obesidade, hiperglicemia e DM2 (De SOUZA et al., 2007; CARICILLI et al., 2008). Porém, a
maioria dos autores leva em consideragdo apenas a glicemia de jejum alterada, intolerancia a
glicose e RI para caracterizar o DM nestes animais. Nao ha estudos que caracterizem a
morfologia pancredtica destes animais na progressao da doenga, o que ¢ extremamente
importante para o desenvolvimento de novas terapias regenerativas, como transplante de

células tronco. Portanto, ainda ha um conhecimento limitado de como e quando o desarranjo
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que leva a instalagdo do DM2 ocorre nestes animais e qual pode ser a estratégia terapéutica
mais eficiente para preservar a fung¢ao e massa de células f (MASIELLO, 2006).

Weir e colaboradores (2001) hipotetizaram que diabéticos originados a partir da
faléncia em aumentar suficientemente a massa funcional de células  para suprir a demanda
resultam em um meio plasmatico pré-diabético ou diabético levando a critica perda de
diferenciagdo das células . A exposicao destas células a qualquer meio hiperglicémico, como
¢ o caso dos resultados encontrados (Figura 5), pode causar mudanca (ou perda) da
diferenciagdo celular, com diminuicdo na expressao de genes que sdao usualmente
superexpressos ¢ estimulo na expressao de genes normalmente suprimidos, resultando em
sério comprometimento na funcao e estrutura celular, o que pode ter ocorrido nas ilhotas dos
animais expostos a dieta hiperlipidica por 16 semanas, ja que estes animais encontram-se
hiperglicémicos, intolerantes a glicose, RI e a morfologia de suas ilhotas encontra-se
modificada com uma menor expressao de insulina apesar do aumento na area total das ilhotas
(Figuras 5, 6, 7, 11, 12, 13 e Tabela 1). Porém, mais estudos sdo necessarios para comprovar
alteragdo na expressao de genes envolvidos.

Os mecanismos moleculares delineando a disfun¢do e morte prematura das células 3
sdo multilaterais e muitos fatores podem contribuir, como disfungdo mitocondrial, estresse
oxidativo, estresse do RE, disfuncdo no ciclo dos triglicerideos/AGL e inflamacao das ilhotas
entre outros (WANG & JIN, 2009; CNOP et al., 2008; MAEDLER et al., 2002). Porém,
estados de hiperglicemia, como encontrado nos animais deste estudo, por si s possuem
efeitos adversos secundarios nas células f (MAEDLER et al., 2002).

Dados da literatura indicam que tanto os niveis elevados de glicose como a alta
quantidade de AGL circulantes estimulam a producdo de IL-1B e fatores pro-inflamatdrios
dependentes de IL-1p em cultura de ilhotas tanto humanas como de roedores (ESHES et al.,

2007; DONATH et al., 2010). Além disso, a ingestdo de macronutrientes em excesso causa
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estresse oxidativo e mudangas no padrao inflamatorio. A obesidade pode ser entdo descrita
como um estado pro-inflamatério em que ha estresse oxidativo. O aumento da taxa de
citocinas pro-inflamatorias pode interferir na agdo e producdo de insulina além da
sobrevivéncia das células B (DANDONA et al., 2004). O tratamento de ilhotas de roedores
com IL-1p resultou em inibi¢dao da secrecao de insulina seguida pela destruicao da ilhota de
acordo com o trabalho desenvolvido por Maedler e colaboradores (2002), indicando alta
influéncia desta citocina na fun¢do das células beta e desencadeando sua morte. Apesar de
acreditar-se, anteriormente, que somente macrofagos e adipocitos eram os primeiros locais de
producao de TNF-a, foi demonstrado por Tobin e colaboradores (2001) que esta citocina pode
ser produzida pelas ilhotas pancredticas em cultura, sendo sua producdo associada a
diminuicao da secre¢ao de insulina.

Com o intuito de avaliar se houve influéncia de citocinas pré-inflamatérias no
desencadeamento da disfuncdo secretoria das células B e como resultado o quadro
hiperglicémico dos animais, foram avaliadas duas citocinas frequentemente relacionadas com
obesidade ¢ DM2 em homogeneizado pancreatico, IL-1p ¢ TNF-a. Nao foram encontradas
diferencas significativas entre os grupos para ambas as citocinas analisadas (Figuras 17 e 18),
porém observa-se o mesmo padrdo de tendéncia ao aumento das mesmas nos animais do
grupo DH na 8" semana. Como justamente na 16" semana foi encontrada diminuigdo na
expressao de insulina, pode ser que elevagdes significativas na producao de citocinas tenham
ocorrido no periodo entre 8 ¢ 16 semanas (ndo avaliado) desencadeando a falha na adaptagao
das ilhotas frente a RI. Além disso, a maioria dos trabalhos demonstra alteragdes nos indices
destas citocinas no tecido adiposo e/ou plasma sanguineo (BLUHER et al, 2001;
DANDONA et al.2004; MOLLER, 2000) e aqueles que avaliam a producao pelas ilhotas

utilizam cultura celular ou animais transgénicos (MAEDLER et al., 2002; BUTLER et al.,



53

2004), o que permite uma amplificagdo dos resultados, o que nao foi o caso neste trabalho ja
que as citocinas foram avaliadas em homogeneizado pancreatico.

A proteina Bcl-2 tem sido encontrada em ilhotas e 4cinos pancreaticos e € conhecida
como um fator intrinseco para apoptose, ja que sua superexpressao em linhagens de células
beta pancreaticas foi descrita como protetiva da apoptose induzida por citocinas (MIZUNO et
al., 1998). Shimabukuro e colaboradores (1998) relataram que a expressao de Bcl-2 ¢
inversamente proporcional ao conteido de gordura nas ilhotas, ou seja, quanto maior o
conteudo de gordura, menor a expressao de Bcl-2 e maior a susceptibilidade de ocorréncia de
apoptose. Um artigo recente relatou que a secrecao de IL-1p pode ser regulada pela expressao
de Bcl-2, havendo maior liberagdo de IL-1P quando a expressdo de Bcl-2 estava inibida
(ESCANDELL et al., 2010). Portanto, quando ocorre inibicdo de Bcl-2 um quadro apoptotico
pode ser desencadeado. Frente a isso, foi analisada a expressao da proteina Bcl-2 nas ilhotas
pancreaticas dos animais neste estudo.

As imagens da Figura 19 e o grafico da Figura 20 apresentam uma tendéncia a queda
na expressio de Bcl-2 na 8 e 16" semanas nos animais que receberam dieta rica em gordura,
corroborando os resultados apresentados acima e indicando que possivelmente uma cascata
apoptética pode estar sendo desencadeada nestes grupos. A tendéncia a queda na expressao
também ¢é vista nos animais do grupo controle na 16° semana de tratamento (Figura 20 e
Tabela 2). Isso pode ter ocorrido devido a idade ja avangada destes animais. Os dados para 4
semanas de tratamento ndo foram apresentados devido a problemas metodoldgicos
encontrados nas laminas deste grupo de animais.

Muitos estudos relatam que a elevacdo cronica das concentragdes plasmaticas de
glicose tanto em humanos como em modelos animais leva a disfun¢do das células  em
relacdo a secrecdo e sintese de insulina, fenomeno denominado glicotoxicidade. Tanto estudos

in vivo como in vitro com ilhotas de roedores sugerem que a hiperglicemia esta associada com
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elevacdo de marcadores apoptoticos mesmo quando hd manutengdo da arquitetura da ilhota
(PICK et al, 1998; DONATH et al, 1999). Os resultados encontrados por Federici e
colaboradores (2001) sugerem que a apoptose induzida por glicose estd associada com a
modulagdo de muitos genes da familia Bcl. Neste trabalho houve uma tendéncia a diminuig¢ao
na expressio de Bel-2 nos grupos DH na 8% ¢ 16 semana e grupo C na 16" semana como pode
ser observado na Figura 19 e Tabela 2, porém ndo houve diferengas significativas entre os
grupos quando feita a analise quantitativa (Figura 20). Isso sugere que, neste modelo animal,
nas condi¢des estudadas, ndo ocorreu perda celular por apoptose de maneira significativa
porém ha uma tendéncia a diminui¢ao na prote¢do contra o desencadeamento dos eventos
apoptoticos.

Em resumo, os resultados sugerem que a hiperglicemia encontrada nos animais do
grupo DH durante as 4" e 8" semanas experimentais pode ter sido devido a faléncia na
adaptacao das ilhotas com relagdo a massa de células B, ja que a expressao de insulina nestes
tempos foi semelhante a encontrada no grupo C. Ja na 16" semana, a hiperglicemia
desenvolvida pelos animais do grupo DH pode ter ocorrido, possivelmente, devido a faléncia
funcional das células B, ja que apesar do aumento no numero destas células houve diminui¢ao
da expressdo de insulina nas ilhotas destes animais. Possiveis eventos apoptoticos nao
ocorreram de maneira expressiva nas ilhotas dos animais do grupo DH, ja que observamos
hipertrofia da ilhota e também auséncia de diferengas significativas na expressao do marcador

Bcl-2.
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6. CONCLUSAO

Os resultados indicaram que a ingestdo de dieta hiperlipidica induz alteragdes
morfoldgicas e funcionais no pancreas enddcrino, associadas ao desenvolvimento de DM2 em
camundongos Swiss. O estudo sugere que TNF-o, IL-1B e Bcl-2 ndo estdo envolvidos na

patogénese do DM2 neste modelo experimental.
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