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RESUMO

Tem havido um grande interesse na determinacdo das vias envolvidas na proliferacdo das
células beta pancredticas e a aplicagio deste conhecimento em terapias moleculares e celulares da
diabetes. Em especial, a via de sinalizagdo da Wnt/B-catenina (ou via Wnt candnica) tem sido pouco
investigada no pancreas endocrino. Em determinados tecidos/6rgaos, é sabido que a proteina p-
catenina constitui ndo somente um componente estrutural das jungdes de adesdo, mas também é
uma molécula sinalizadora juntamente com a Wnt, participando de vérios processos celulares, tais
como diferenciacdo e proliferacdo. Hiperplasia da célula beta parece ocorrer em certas condi¢cdes
experimentais e in vivo, como no estado de resisténcia periférica a insulina. Entretanto, as vias
intracelulares envolvidas nesse processo ainda permanecem desconhecidas. Os objetivos desta
Dissertacdao de Mestrado foram: 1) verificar se as alteracdes metabdlicas induzidas pela exposi¢do a
dieta hiperlipidica (DHL) por um curto periodo de tempo (60 dias) sdo acompanhadas por
alteracdes morfométricas compensatérias do pancreas enddcrino de camundongos C57BL/6; 2)
investigar o possivel envolvimento da via de sinalizagdo da Wnt/B-catenina no processo de
proliferacdo da célula beta neste modelo, analisando-se a localizagdo celular (por
imunofluorescéncia indireta), o contetido proteico (por immunoblotting) e a expressao gé€nica (por
PCR de Tempo Real ou ¢gPCR) de proteinas associadas a via Wnt/B-catenina (a saber, f-catenina,
Ciclina D1/2, c-Myc, GSK-3p ¢ Axina2 e, 3) analisar a expressdo da proteina B-catenina nfo
fosforilada (forma ativa da via) em ilhotas ndo hiperplasicas de animais tratados com a DHL por
apenas 30 dias. Nossos resultados demonstraram que, apds 60 dias de tratamento com DHL, os
animais se tornaram obesos e apresentaram acentuadas alteragdes metabdlicas, tais como
hiperglicemia em jejum e pds prandial, hiperinsulinemia em jejum e pds-prandial e, ainda, uma
significativa resisténcia periférica a insulina (administrada intraperitonealmente), sendo esses
animais, portanto, caracterizados como pré-diabéticos. Este quadro foi acompanhado por um
aumento significativo da massa relativa de células beta e do seu nimero por ilhota, o que indica
hiperplasia deste tipo celular no pancreas enddcrino, provavelmente compensatdria ao quadro de
resisténcia periférica a insulina apresentado pelos animais do grupo tratado. Como mostrado por
immunoblotting, houve um aumento significativo na expressao de proteinas ativadoras ou alvo da
via, como B-catenina ativada (ndo fosforilada) e Ciclina D1/2 em ilhotas dos animais pré-diabéticos.
Quanto as proteinas Axina2 e GSK-3f (inibidoras da via), ndo foi observada alteragao significativa
na expressdo de Axina2, mas supreendemente houve aumento do contetido celular de GSK-3p nas
ilhotas do grupo pré-diabético. A imunofluorescéncia para -catenina ativada mostrou a presenga
desta proteina tanto na regido de contato intercelular como no citoplasma e nicleo das células beta
para ambos os grupos. As outras trés proteinas relacionadas a via, Ciclina D1/2, GSK-3f3 e Axina2,
por sua vez, apresentaram uma distribuicio exclusivamente citoplasmadtica nas células enddécrinas
das ilhotas pancredticas, o que estd de acordo com as suas respectivas fungdes. A andlise por gPCR
ndo revelou alteragdo significativa no contetdo celular de RNAm de B-catenina, mas uma tendéncia
de aumento na expressao génica de Ciclina D1 e c-Myc, genes alvo da via, em ilhotas hiperplésicas
dos animais pré-diabéticos. Ainda, por immunoblotting para B-catenina ativada, ndo observamos
aumento significativo da expressdo proteica dessa proteina em ilhotas do grupo tratado com DHL
por apenas 30 dias, os quais ndo desenvolveram hiperplasia do pancreas endécrino. Em conclusio,
nossos dados sugerem que a via Wnt/B-catenina parece estar ativada na pré-diabetes experimental, e
provavelmente participa do processo de hiperplasia compensatéria das células beta pancredtica
neste estado metabdlico.
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ABSTRACT

The role of the Wnt/B-catenin signaling pathway (as known as the canonical Wnt pathway) in
the endocrine pancreas physiology has not been thoroughly explored. In certain tissues/organs, it is
known that B-catenin, besides being a structural component of adhesion junctions, participates as a
key protein in the Wnt signaling pathway, therefore being involved in crucial cellular processes
such as differentiation and proliferation. Beta cell hyperplasia appears to occur under certain
experimental conditions, and in vivo during the peripheral insulin resistance state. However, the
intracellular pathways involved in this process are still unknown. The objectives of this Master's
Dissertation were as follows: 1) to investigate whether the metabolic changes induced by exposure
of adult male C57BL/6 mice to a high-fat diet (HFD) for a relatively short period of time (30 or 60
days) are accompanied by compensatory morphometric changes of the endocrine pancreas
indicative of beta cell hyperplasia; and 2) to study the possible involvement of the pathway Wnt/B-
catenin signaling in the process of beta cell proliferation in this animal model. For this, we carried
out the analysis of the cellular localization (by indirect immunofluorescence), the protein cell
content (by immunoblotting) and the gene expression (by PCR or Real-Time qPCR) of proteins
associated to the Wnt/B-catenin pathway (i.e., B-catenin, Cyclin D1/2, c-Myc, Axin2 and GSK-38).
Our results showed that, after 60 days of treatment with HFD, the animals became obese, as well as,
hyperglycemic, hyperinsulinemic (both at fast and fed states) and resistant to intraperitoneally
injected insulin, being therefore characterized as prediabetic. This metabolic condition was
accompanied by a significant increase in the relative mass of beta cells and the number of beta cells
per islet, which indicates hyperplasia of this pancreatic endocrine cell, probably compensatory to
the relatively higher insulin demand presented by the HFD-treated animals. As shown by
immunoblotting, there was a significant increase in islet expression of the activator and target
proteins, such as the active (unphosphorylated) B-catenin and Cyclin D1/2 in prediabetic animals.
Regarding Axina2 and GSK- 3f proteins (antagonists of the pathway), no changes were observed
concerning Axin2 islet content between the experimental groups, but surprisingly there was a
significant increase in cellular content of GSK-3f in islet homogenates from the prediabetic group.
The immunofluorescence for active B-catenin showed the presence of this protein at the intercellular
contact region as well as within the cytoplasm and nucleus of beta cells in both groups. Meanwhile,
Cyclin D1/2, GSK-3p and Axin2 displayed an exclusively cytoplasmic distribution in pancreatic
endocrine cells, which is in accordance with their respective functions. The qPCR analysis revealed
no significant change in mRNA expression of B-catenin, but a tendency of increase in gene
expression of Cyclin D1 and c-Myc, target genes of the pathway, in hyperplastic islets of the
prediabetic animals. Additionally, the immunoblotting of active B-catenin in homogenates of non-
hyperplastic islets, isolated from mice fed a HFD for only 30 days, showed no significant change in
expression this protein as compared to the control group. In conclusion, our data suggest that the
Wnt/B-catenin pathway may be activated during the process of compensatory hyperplasia of the
beta cells seen in our animal model of obesity-associated prediabetes.
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INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

1.1. 0 PANCREAS ENDOCRINO

O pancreas € uma glandula mista, com fun¢do tanto enddécrina como exdcrina. A
por¢ao enddcrina é composta por unidades morfofuncionais denominadas ilhotas de
Langerhans, as quais sdo constituidas por cinco tipos celulares secretores de diferentes
horménios envolvidos, direta e indiretamente, na homeostase glicémica. As células
pancredticas enddcrinas incluem: 1) as células B, beta, ou B, responsdveis pela secrecdo de
insulina, importante hormonio de a¢cdo hipoglicemiante, que induz a captacdo de glicose da
corrente sanguinea pelos tecidos/6rgdos para sua metabolizacdo intracelular; 2) as células a,
alfa, ou A, responséveis pela secrecdo do hormoénio glucagon de funcdo hiperglicemiante;
3) as células o, delta, ou D, responsdveis pela secrecao de somatostatina, hormdnio de acao
pardcrina, que regula a liberacdo de insulina e glucagon; 4) as células PP, que parecem
exercer uma fungdo inibidora na secrecdo do pancreas exdcrino; e 5) as células €, épsilon,
ou E, produtoras de grelina, a funcdo da grelina no pancreas ndao é bem conhecida, mas
atualmente tem sido relacionada a inibicdo da secrecdo de insulina no homem e a
proliferacdo das células beta durante desenvolvimento fetal em roedores (Orci, 1976;
Ekblad & Sundler, 2002; Kanno et al., 2002; Andralojc et al., 2009).

Histologicamente, a ilhota apresenta um formato arredondado ou ovalado, revestida
por uma delicada cédpsula de tecido conjuntivo frouxo rico em fibras reticulares, e seu
parénquima € constituido por corddes das células enddcrinas entremeados por uma rica rede
de capilares sanguineos do tipo fenestrado. Com relacdo a disposi¢do ou arranjo das células
enddcrinas na ilhota, em roedores, as células beta ocupam a regido central perfazendo
aproximadamente 80% do volume total da ilhota; as células alfa, delta e épsilon localizam-
se na periferia da ilhota. As células PP também estdo, preferencialmente, dispostas na
periferia da ilhota (Orci, 1976; Andralojc et al., 2009).

Em humanos, as ilhotas contém proporcionalmente menos células beta
(aproximadamente 60% do total de células) e a segregacdo celular € menos evidente
quando comparada as ilhotas de roedores (Cabrera et al., 2006; Bosco et al., 2010). As

ilhotas humanas apresentam uma organizacdo cordonal trilaminar, onde cada cordao
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INTRODUCAO

apresenta uma camada de células beta entre duas camadas de células alfa; nessa
organizagdo, as células alfa sdo encontradas na regido central da ilhota (Bosco et al., 2010).
Os capilares ficam dispostos ao longo de ambos os lados dos corddes celulares, adjacentes
as camadas de células alfa. As células beta exibem extensdes citoplasmadticas entre as
células alfa que podem alcancar a superficie do vaso. Os outros tipos celulares parecem
ficar entremeados as células beta e alfa (Cabrera et al., 2006; Bosco et al., 2010). Essa
citoarquitetura da ilhota humana permite uma intera¢do heterotipica maior entre os tipos
celulares da ilhota quando comparada as ilhotas de roedores e de outras espécies animais
(Bosco et al., 2010); a repercussao funcional dessas diferengas estruturais da ilhota ainda é
desconhecida.

Tanto a histologia como a citoarquitetura, ou arranjo preferencial dos tipos celulares
dentro da ilhota de varias espécies, incluindo a humana, parecem ser fundamentais para o
seu funcionamento. A organizacgdo histolégica e arranjos celulares das ilhotas modificam-se
ao longo do desenvolvimento animal, paralelamente a maturacdo funcional do pancreas
enddcrino (Cabrera et al., 2006; Carvalho et al., 2006; Santos-Silva, 2012). Alteracdes na
morfologia e citoarquitetura normal das ilhotas sdo observadas em animais com quadro
estabelecido de diabetes ou em modelos in vitro de disfun¢do secretora de insulina (Cirulli
et al., 1993; Janssen et al., 2001; Hong et al., 2002;Wong et al., 2003).

Em cada ilhota, as diferentes células enddcrinas se conectam, de forma homotipica
ou heterotipica, por meio das jungdes intercelulares do tipo oclusdo, comunicante, aderente
e desmossomos, como demonstrado por microscopia eletronica (Orci, 1975; Orci et al.
1976). Tais contatos intercelulares parecem ser cruciais para o perfeito funcionamento deste
orgdo, em especial para a secrecdo de insulina pela célula beta. H4 evidéncias que as
juncdes celulares e suas proteinas constitutivas participem de processos tais como a adesdao
e homeostase celular, comunicagdo intercelular, bem como da organizacdo e citoarquitetura
das ilhotas (Orci et al., 1975; Orci, 1976; Cirulli et al., 1993; Collares-Buzato et al., 2001 e
2004; Carvalho et al., 2012).

Tem sido reportado que as células enddcrinas pancredticas expressam proteinas
reconhecidamente associadas as jun¢des comunicantes, como conexinas (Cx) 36, 43 e 30.2
(Collares-Buzato er al. 2001, 2004; Carvalho et al., 2010, 2012; Coronel-Cruz et al., 2013),

de adesdao, como N-CAM, caderinas, a e P-cateninas (Santos-Silva et al., 2012) e de
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oclusdo, como ZO-1 (Collares-Buzato et al., 2004) e que tal expressdo pode ser regulada
tanto in vitro como in vivo.

Demonstramos que ilhotas de ratos recém nascidos sofrem maturacdo parcial do
processo de secrecao de insulina em cultura, na presenga e auséncia de prolactina e,
paralelamente, expressam quantidade aumentada de proteinas associadas a jungdo
comunicante (Cx36 e Cx43), aderente (incluindo a B-catenina) e de oclusdao (ZO-1), mas
ndo do citoesqueleto (vinculina e B-actinina) (Collares-Buzato et al. 2001, 2004; Leite et
al., 2005). Ainda, a expressdao juncional dessas proteinas nas ilhotas pancredticas parece
aumentar ao longo do desenvolvimento do pancreas enddcrino em ratos, correlacionando-se
com a aquisicdo de uma citoarquitetura tipica e de uma resposta secretora de insulina
induzida pela glicose das ilhotas pancredticas nestes animais (Carvalho et al., 2010; Santos-
Silva et al., 2012). Mais recentemente, foi sugerida a participacdo dessas estruturas de
membrana, particularmente da juncdo comunicante e de sua proteina Cx36, no processo de
disfunc¢do secretora da célula beta que ocorre durante a pré-diabetes experimental (Carvalho
etal.,2012).

Apesar do exposto anteriormente, que claramente indica um papel importante das
juncdes intercelulares e de suas proteinas constitutivas no processo de comunicagdo/adesao
intercelular no pancreas enddcrino, ainda nao esta estabelecido se tais estruturas participam,
direta ou indiretamente, de eventos celulares como proliferacdo e diferenciacdao da célula

beta (Collares-Buzato, 2013).

1.2. DIABETES E DISFUNCAO DA CELULA BETA PANCREATICA

Existem duas formas de diabetes: a diabetes melito tipo 1 (T1DM - do inglés, Type
1 Diabetes Mellitus), insulino dependente; e a tipo 2 (T2DM - do inglés, Type 2 Diabetes
Mellitus) insulino ndo dependente. A TIDM ¢ classificada como uma doenca auto imune
que resulta de uma combinacdo de susceptibilidade genética, desregulacao imunoldgica e
exposi¢do a causas ambientais (como, por exemplo, infeccdes virais), que levam a morte
das células beta e consequente deficiéncia na produgdo de insulina (Pharm ef al., 2013). A

T2DM tem uma patogénese complexa que tem sido extensivamente estudada. Estd
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estabelecido que o sedentarismo e a obesidade sdo os principais fatores que contribuem
para o desencadeamento da doenca, embora possa haver fatores genéticos de predisposi¢ao
e ambientais que contribuem para o desencadeamento da doenca (Kahn er al., 2006;
Tripathy & Chaves, 2010). Segundo a Organizacdo Mundial da Satide (OMS), atualmente,
essa forma da doenga acomete 90% das pessoas com diabetes em todo o mundo (American
Diabetes Association, 2013).

Uma das primeira etapas do desenvolvimento da T2DM ¢é a ocorréncia de um
quadro de resisténcia a insulina, ou seja, a acdo da insulina estd prejudicada nos
tecidos/6rgdos periféricos, particularmente no musculo esquelético, no figado e nos
adipdcitos (Tripathy & Chaves, 2010). Ha controversa entre os pesquisadores sobre os
fatores que podem levar a resisténcia a insulina inicial (Jonietz, 2012). Alguns
pesquisadores acreditam que apenas o excesso de lipidios livres (ndo acumulados nos
adipdcitos) pode ser a causa (Kahn et al., 2006; Ding et al., 2010 ). Outros sugerem que o
excesso e a consequente inflamacao do tecido adiposo € responsdvel por lancar na corrente
sanguinea citocinas e outros fatores inflamatérios que podem promover a inflamac¢do em
outros tecidos, incluindo as ilhotas pancreaticas (Shoelson et al., 2006; Lackey et al.,
2013).

A célula beta pancredtica desempenha um papel fundamental na patogénese da
T2DM, sendo capaz de uma resposta adaptativa, que envolve alteracdes de funcdo secretora
e da massa relativa no pancreas enddcrino (Sone & Kagawa, 2005; Liew & Andrews,
2008). Essa resposta € tao eficiente que a taxa de glicose normal no sangue € mantida,
inicialmente, mesmo com a resisténcia a insulina. Em um primeiro momento, as células
beta aumentam a biossintese e secrecao de insulina e, posteriormente, devido a continua
resisténcia a insulina, hd um incremento na massa de células beta que promove um aumento
adicional na secrecdo de insulina necessaria para a manuten¢ao da normoglicemia (Kahn et
al., 2006; Prentki & Nolan, 2006).

O aumento da producdo de insulina e sua liberacao continua por tempo prolongado,
gradualmente “esgota” funcionalmente as células beta pancredticas, resultando no
comprometimento da fungdo secretora (Hollingdal, 2000; Conget, 2001). H4 um continuo
declinio na fungdo secretora das células beta e, consequente, aumento dos niveis de glicose.

O aumento da glicose no sangue tem efeitos toxicos sobre a célula beta e efeitos nocivos
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sobre a sensibilidade a insulina dos tecidos periféricos, principalmente no musculo
esquelético, no figado e nos adipdcitos; isso aumenta ainda mais resisténcia a insulina (Liu,
etal.,2010).

Parece haver um sinergismo entre exposicdo cronica a &cidos graxos ndo
esterificados, cuja concentragdo plasmdtica normalmente estd aumentada na obesidade, e
hiperglicemia, levando a um quadro comumente referido como "glicolipotoxicidade" da
célula beta (Kahn et al.,, 2006; Del Prato, 2009). A exaustdo secretora e a
glicolipotoxicidade levam a apoptose de célula beta e, consequente, declinio na sua massa
relativa, resultando na progressdo da T2DM para um estado insulino dependente (Conget,
2001; Hollingdal, 2000; Guyton, 2006; Liu, 2013).

Como mencionado anteriormente, a célula beta tem uma capacidade adaptativa
surpreendente frente a uma demanda aumentada de insulina, particularmente na fase inicial
da T2DM, ou também conhecida como pré-diabetes (Liew & Andrews, 2008; Kahn et al.,
2006; Sone & Kagawa, 2005). Em camundongos pré-diabéticos, o quadro inicial de
hiperglicemia moderada é acompanhado por hiperinsulinemia e por um incremento
significativo na massa de célula beta como forma de compensar metabolicamente a
resisténcia periférica a insulina (Carvalho et al., 2012). Os mecanismos intracelulares
envolvidos no processo de proliferacao e diferenciacio da célula beta in vivo tém sido alvos
de investigacdo por parte de grupos interessados na terapia celular para tratamento da
diabetes (Liew & Andrews, 2008; Figeac et al., 2009).

Virios fatores de proliferacdo celular parecem regular o ciclo celular da célula beta
tais como: as Ciclinas e as proteinas cinases dependentes de Ciclina; os fatores que agem
através dos receptores de tirosina cinases (RTKSs); os fatores que agem através da via
JAK/STAT; os fatores que agem através de receptores acoplados a proteina G, etc. (Yesil &
Lammert, 2008). Entretanto, em particular, a via de sinalizagdo da Wnt/B-catenina tem sido
pouco investigada no pancreas endocrino. Foi demonstrado que a -catenina participa nao
somente como um componente estrutural das juncdes de adesdo, mas também € uma
molécula sinalizadora juntamente com as Wnts, as quais sdo importantes em Varios
processos celulares, tais como diferenciacdo e proliferacdo em outros tecidos/células (Jin,

2008; Murtaugh, 2008).
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1.3. VIA DE SINALIZACAO WNT/B-CATENINA

A sinalizag@o pela familia de proteinas Wnts € um dos mecanismos fundamentais
que direciona a proliferacdo celular, polaridade celular e morte celular, determinantes
durante o desenvolvimento embriondrio e para a homeostase dos tecidos (Logan & Nusse,
2004). No organismo adultos, as proteinas da via de sinalizacdo Wnt agem na manutengao
da homeostase tecidual, modulando a proliferacdo, diferenciacdo, morfologia e migracao
celular. Um controle adequado dessa sinalizagdo € essencial para a atividade fisiolégica
normal (Aberle et al., 1997; Moon et al., 2004). Viarias mutacdes na via Wnt estdao
invariavelmente ligadas a defeitos congénitos humanos e a doencas como o céncer
(Clevers, 2006).

As proteinas Wnts podem ativar pelo menos trés tipos de vias de sinalizacdo
intracelular. Uma destas vias € chamada de via de polaridade celular planar, que coordena
a polarizacdo das células durante o desenvolvimento do epitélio; esta via depende de
GTPases da familia Rho (Alberts, 2005). Uma outra, denominada via Wnt/Ca2+, tem papel
importante no desenvolvimento e na manutencdo da homeostase do organismo e estd
envolvida na ativacdo de proteinas heterotriméricas G, as quais ativam a fosfolipase C, que
por sua vez, estimula um aumento intracelular de Ca** (Langenbacher & Chen, 2008; Kiihl,
2004). E finalmente, a via Wnt candnica ou Wnt/f-catenina que € regulada pela quantidade
de um co-ativador transcricional, a [-catenina, que por sua vez, controla os principais
programas de expressdo génica do desenvolvimento embriondrio, dentre outros processos
celulares (Alberts, 2005; revisado por MacDonald, 2009).

As Wnts fazem parte de uma familia de glicolipoproteinas, muito conservadas
filogeneticamente nos metazodrios. Nos mamiferos, existem 19 membros/tipos descritos e
esta diversidade permite complexidade e especificidade na sinalizacio Wnt (revisado por
MacDonald, 2009). Essas proteinas, apds serem secretadas, desempenham suas fungdes
sinalizadoras através de mecanismos autdcrinos e pardcrinos. As Wnts interagem com um
receptor, denominado Frizzled, e um co-receptor chamado LRP5/6 (low-density lipoprotein
receptor related proteins 5 and 6) e, no caso da via Wnt/B-catenina, desencadeiam uma
reagdo em cascata resultando no acimulo de B-catenina no citoplasma (revisado por

Murtaugh, 2008; Welters & Kulkarni, 2008).
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Na auséncia do estimulo Wnt, o nivel citoplasmatico de -catenina € mantido baixo
através da sua interacdo com a molécula caderina nos sitios de adesdo intercelular da
membrana plasmadtica e/ou por degradacdo desencadeada pela fosforilacdo da PB-catenina
pelo complexo APC/Axina/CK1/GSK-3p (revisado por Murtaugh, 2008; Mac-Donald,
2009) (Figura 1). Denominado complexo APC/Axina, esse complexo proteico ¢é
constituido por um esqueleto de Axina, pelo produto do gene supressor de tumor,
Adenomatous Polyposis Coli (APC), pela Casein Kinase 1 (CK1), e pela Glycogen
Synthase Kinase-3f (GSK-3B) (He et al., 2004; revisado por MacDonald, 2009).

A proteina GSK-3p fosforila as proteinas Axina e APC; isto auxilia na estabilizacao
da Axina e aumenta a afinidade das duas proteinas a B-catenina (Doble & Woodgett, 2003).
Posteriormente, a proteina CK1 faz uma primeira fosforilacio e GSK-3f, outras trés
fosforilagdes, sequencialmente, na regido amino terminal da B-catenina, o que resulta em
seu reconhecimento pela B-Trcp, uma subunidade da ubiquitina ligase E3. Dessa forma,
ocorre a ubiquitina¢do da B-catenina e sua subsequente degradacdo proteossomica (He et
al., 2004; revisao por MacDonald, 2009).

A sinalizagdo Wnt/B-catenina leva a inibicdo da GSK-3B mediada pela proteina
citoplasmdtica Dvl (Disheveled Protein) e consequente acimulo de [-catenina no
citoplasma. Esse pool de B-catenina € deslocado até o nicleo onde ocorre interagdo com
fatores de transcri¢io, como o TCF/LEF (T Cell Specific Factor/Lymphoid Enhancer-
binding Factor); esse complexo proteico ativa a expressao de genes alvo como c-Myc e
Ciclina D, que, por sua vez, desencadeiam o processo de prolifera¢ao (Figural) (Murtaugh,
2008; Welters & Kulkarni, 2008).

Na auséncia dessa sinaliza¢do, nos promotores dos genes alvos da via Wnt, os
fatores transcricionais TCF/LEF estdo ligados aos co-repressores da familia 7LE/Groucho
mantendo assim a transcri¢do dos genes alvo das Wnts inativos (Arce et al., 2006). Com a
sinalizacdo Wnt, a -catenina interage com TCF/LEF e desloca ou favorece a liberagdo de
TLE/Groucho. H4, entdo, o recrutamento de complexos ativadores e de remodelacdo da

cromatina, e segue-se o processo de proliferacdo celular (Mao & Byers, 2011).
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Figura 1. Via de sinalizacio Wnt/B-catenina, explicacdo no texto; adaptado de Logan & Nusse
(2004). Annu. Rev. Cell Dev. Biol 20, 781— 810) e revisado por MacDonald et al. (2009). Annu.
Rev. Dev Cell 17, 9-26.

Como ja foi dito anteriormente, a via Wnt/B-catenina influencia multiplos
processos no desenvolvimento animal. Li e colaboradores (2005) relataram que esta via de
sinalizacdo desempenha fun¢des no desenvolvimento do cérebro, espinha dorsal e em
diversas sub-populacdes de neurOnios motores e sensoriais. Ainda, no sistema nervoso
central, a Wnt/B-catenina estd relacionada com a vasculariza¢ao do tecido neural (Daneman
et al., 2009). Outro 6rgdo no qual a via Wnt tem sido investigada é o figado; sabe-se que a
mesma interfere em diversas fungdes como desenvolvimento, crescimento, regeneracao e
metabolismo deste 6rgdo (Thompson & Monga, 2007).

O interesse pelo estudo da via da Wnt/B-catenina no pancreas surgiu quando foi
demonstrado que a inibi¢do desta via € essencial para o processo de especificacdo do tecido
pancredtico durante o desenvolvimento do endoderma, enquanto que o crescimento e
diferenciacdo do pancreas exdcrino no feto dependem da via estar ativa (revisado por
Murtaugh, 2008). Foi demonstrado que a ativacdo pré-natal da B-catenina nas células beta
resulta em aumento da proliferacdo deste tipo celular enquanto que a expressdao aumentada,

induzida, de Axina tem um efeito oposto (Rulifson et al., 2007).
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Adicionalmente, a via Wnt/B-catenina tem sido considerada uma via de sinalizacdo
com possivel repercussdo na biologia da célula beta quando foi evidenciada uma estreita
ligacdo entre o grau de expressdo de variantes do fator TCF7L2 e T2DM em humanos
(Lyssenko et al., 2007). Polimorfismos de TCF7L2 estdo associados com deficiéncia na
secrecdo de insulina, sugerindo um papel importante da via de Wnt/B-catenina na funcio
secretora da célula beta pancredtica (Kriitzfeldt & Stoffel, 2010).

Além disso, estudos mais recentes demonstraram, em ratos neonatos, que a inibi¢ao
de TCF7L2 resulta na alteracio do crescimento pré-natal normal de células beta,
principalmente através da inibicao da proliferagdo celular. Inversamente, em ratos neonatos
com T1DM, induzida pela administragdo de estreptozotocina, a ativagdo da via Wnt/B-
catenina através da inibicdo de GSK-3p teve um efeito estimulatorio significativo na
regeneragdo de célula beta nesses animais. Ainda, em condicoes in vitro, em células beta
da linhagem INS-1, a inativacdo de GSK-3f resultou na estimula¢do da proliferagdo celular
que foi mediada pela estabilizacdo de P-catenina e inducdo de Ciclina D (Figeac et al.,

2009).
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2. OBJETIVOS E RELEVANCIA

Nesta Dissertacdo de Mestrado, visamos investigar: 1) se as alteracdes metabdlicas
induzidas pela exposicdo a dieta hiperlipidica (contendo 21g % lipidios), por um curto
periodo de tempo (60 dias), sdo acompanhadas por alteracdes compensatérias do pancreas
enddcrino, como hiperplasia da célula beta, em camundongos C57, e 2) a possivel ativacao
da via de sinalizagdo da Wnt/B-catenina durante o processo de proliferacao da célula beta
neste modelo.

Para tal, foram desenvolvidas as seguintes etapas: 1) avaliacio metabdlica deste
modelo animal de diabetes tipo 2, analisando-se os pardmetros peso corpéreo do animal,
glicemia, insulinemia e resposta ao Teste de Tolerancia a Insulina (ITT), 2) avaliacdo dos
aspectos histoldgicos (estrutura e citoarquitetura) € morfométricos (nimero de células beta
por ilhota e massa relativa de células beta) do pancreas enddcrino nestes animais
submetidos a dieta hiperlipidica de 60 dias, 3) investigacdo da possivel ativacdo da via da
Wnt/B-catenina no pancreas enddcrino nestes animais, analisando-se a localizag¢do celular
(por imunoistoquimica), o conteudo proteico (por Western Blot) e a expressao génica (por
PCR quantitativo (qPCR)) de proteinas associadas a esta via (a saber: -catenina (ativada
ou total), GSK-3fB, Axina2, Ciclina D1/2, c-Myc) em ilhotas de animais normais e pré-
diabéticos e, por fim, 4) avaliacdo dos aspectos histolégicos (estrutura e citoarquitetura) e
morfométricos (numero de células beta por ilhota e massa relativa de células beta) do
pancreas enddcrino e andlise do conteido proteico por Western Blot, da proteina B-
catenina ativada, em ilhotas de animais submetidos a dieta hiperlipidica por apenas 30
dias.

A hipotese inicial dessa Dissertacdo ¢ que a via de sinalizagdo Wnt/p-catenina esta
ativada em células beta durante o processo de hiperplasia compensatdria a resisténcia
periférica, que ocorre na fase de pré-diabetes em modelo animal de T2DM. Vdrias
evidéncias experimentais, citadas anteriormente, demonstram que essa via participa no
desenvolvimento do pancreas e induz proliferagdo de células beta in vitro. A relevancia da
presente Dissertacdo reside no fato que investigamos a possivel ativagdo dessa via na célula

beta in vivo numa condi¢do fisiopatolégica como a diabetes. Trabalhos como este e os
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resultados obtidos, através do seu desenvolvimento, podem fornecer subsidios a

investigacao sobre terapia celular e genética da diabetes.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. ANIMAIS

Foram utilizados camundongos C57BL/6J/Uni, machos, com 16 a 20 semanas (4 —5
meses) de idade. Todos os animais foram fornecidos pelo Centro de Bioterismo da
UNICAMP (Campinas, SP) e mantidos em condi¢des controladas de temperatura e ciclo
claro-escuro (de 12h), alimentados com racdo e dgua ad libitum durante o periodo de
adaptacdo e estudo. Os procedimentos experimentais adotados neste estudo foram
aprovados pela Comissio de Etica na Experimentacio Animal - CEEA/UNICAMP
(Protocolos n°. 1884-1 e n°. 2815-1).

3.2. DIETA

Os camundongos do grupo tratado (com dieta hiperlipidica - DHL) foram colocados em
dieta com uma ragdo preparada no laboratério com alto teor de lipidios (21% em peso;
40,3% em kcal) por 60 dias. Um segundo grupo de animais foi introduzido no estudo,
porém tratado com a DHL por apenas 30 dias. A composi¢do desta ragdo (em po) esta
apresentada na Tabela I. Os camundongos controles (racdo padrao - Ct) receberam uma
racdo com conteddo normal de lipidios (4,5% em peso, 8,0 % em kcal; racdo padrio
peletizada; Nuvital CR-1, Colombo, PR) pelo mesmo periodo de tempo. Na racdo
hiperlipidica, o conteudo de sais minerais e vitaminas €, aproximadamente, 0 mesmo da

racdo padrdo.

34



MATERIAL E METODOS

Tabela I. Composi¢do das ragoes.

Componentes Racio Normal (Ct) % Racao Hiperlipidica (DHL) %
Proteinas 22,0 20,0
Carboidrato 53,0 50,0
Lipidios 4,5 21,0
*Qutros 20,5 8,0
Kcal/g 2,9 4,7

*Fibras, vitaminas e sais minerais.

3.3. AVALIACAO METABOLICA DOS ANIMAIS

Foram avaliados os seguintes parametros nos animais controles e nos submetidos a
dieta por 60 dias: peso corpdreo inicial e final (apds dieta), n=53 (Ct) e n=63 (DLH);
glicemia em jejum (12h) (apds dieta), n=22 (Ct) e n=26 (DLH); glicemia pds-prandial
(estado alimentado) (apds dieta), n=35 (Ct) e n=32 (DLH) e resposta ao Teste de Tolerancia
a Insulina (ITT), (n=6)/grupo.

A glicemia em jejum e pds-prandial foram determinadas com o auxilio de um
glicosimetro (Accu-Check Advantage, Roche Diagnostic) em amostras de sangue da veia
caudal do animal. O ITT foi realizado através de injecdo intraperitoneal (i.p.) de insulina
(0,50 U/kg de peso corporal de insulina humana, Biohulin®R, Biobrds) em animais
alimentados (Pappan et al., 2005). Antes e apOs administracdo da insulina, a glicemia
nesses animais foi determinada com o auxilio do glicosimetro. Todos os procedimentos

foram feitos no periodo das 8:00 h as 10:00 h.
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Foi feita uma andlise da concentracdo plasmadtica de insulina (insulinemia), por
meio de aliquotas de sangue coletadas das veias cervicais no momento do sacrificio apds
decapitacdo, em microtubos de 1,5mL heparinizados. As amostras de sangue, em jejum
(12h) (ap6s dieta), n=21 (Ct) e n=18 (DHL) e p6s-prandial n=17 (Ct) e n=13 (DLH),
passaram por centrifugacdo a 4°C, por 15 min a velocidade de 12000 r.p.m., e as amostras
de plasma coletadas foram estocadas a -20°C até a dosagem da insulina por
radioimunoensaio (RIE) (Carvalho et al., 2010) ou com Kit Elisa para insulina (Ultra
Sensitive Mouse Insulin ELISA KIT, Crystal Chem Inc., USA), segundo orientagdes do
fabricante. A dosagem do conteddo de insulina nas amostras por ambos os métodos
forneceram valores similares. As amostras de sangue em jejum (12 h) e pds-prandial foram

coletadas sempre no periodo das 8:00 h as 10:00 h.

3.4. AVALIACAO MORFOLOGICA E MORFOMETRICA DO PANCREAS ENDOCRINO

3.4.1. Histologia do Pancreas

A andlise do aspecto histologico e da citoarquitetura do pancreas enddcrino dos
animais dos grupos experimentais (n= 4-6 animais por grupo experimental) foi feita
utilizando-se técnica histolégica de rotina. Para tal, os animais foram sacrificados em
camara de CO; para retirada dos pancreas; estes foram pesados e fixados em solucdo de
Bouin (25% de formaldeido, 75% de acido picrico saturado e 5% de 4cido acético) por 24
h. Apé6s fixacdo, os pancreas foram seccionados em 5 fragmentos (1, correspondendo a
regido da cabega, e 5, correspondendo a regido da cauda). Em seguida, cada fragmento foi
processado pelas técnicas rotineiras de embebi¢cdo em parafina (Histosec pastilhas, Merck).

Trés dos fragmentos foram selecionados de uma maneira aleatéria sistemdtica
(Inuwa & Mardi, 2005) (fragmentos 1, 3 e 5) e, de cada fragmento, foram obtidas sec¢des
semi-seriadas de Sum (com espacamento de 100pm entre cortes) até esgotamento total do
bloco. Posteriormente, foi utilizado o método padrio de imunoperoxidase indireta para
insulina (Carvalho et al., 2006).

Resumidamente, os cortes de pancreas foram desparafinizados, hidratados e, em

seguida foi feito o bloqueio da peroxidase enddgena com solugcdo pronta do kit
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ImmunoCruz (Santa Cruz Biotechnology, Inc.), e dos sitios inespecificos com 5% leite
desnatado em pé em TBS/Tween 20 (TTBS) 0,1% por 1 h. Os cortes foram, entdo,
incubados com anti-insulina (Dako) (diluicao 1:50 em TBS contendo 3% de leite em p6
desnatado) overnight a temperatura de 4°C e, posteriormente, foram incubados com o
anticorpo IgG secundério especifico conjugado com HRP (Zymed, dilution 1:1500), por 1h
e 30 min. Apés lavagem com TBS (3x de 5min), os cortes foram tratados com solug¢do 10%
de 3,3’diaminobenzidina (DAB - Sigma) em tampao Tris HCI 0,1M, pH 7,4 contendo 0,2%
de H,0O,. Finalmente as ldminas foram contra-coradas com Hematoxilina de Ehrlich,

desidratadas, diafinizadas e montadas em laminula com balsamo sintético.

3.4.2. Morfometria

As laminas, obtidas a partir do processamento dos pancreas e imunoistoquimica
para insulina, descritos acima, foram utilizadas para a andlise morfométrica do 6rgao.
Foram analisados os seguintes paradmetros: 1) nimero de células beta/ilhota e 2) massa
relativa de células beta por pancreas (mg). Para tal, foram utilizados métodos estereoldgicos
descritos na literatura, com pequenas modificacdes (Sone & Kagawa, 2004; Inuwa &
Mardi, 2005). Todas as ilhotas (com mais de 5 células cada) de todos os cortes de cada
bloco (1, 3 e 5) do pancreas foram fotografadas com uma camera digital (Nikon FDX-35)
acoplada a um microscopio de luz (Nikon Elipse E800) e as imagens capturadas por um
sistema de andlise de imagens (Image Pro Plus for Windows).

As medidas de area absoluta das ilhotas, das células beta/ilhota e do corte de
pancreas foram feitas utilizando 0 software livre ImageTool

(http://ddsdx.uthscsa.edu/dig/itdesc.html). A drea relativa de célula beta foi determinada

pela divisdo da somatdria das areas totais das células insulino-positivas (células beta) pela
area total da seccdo do pancreas. A massa relativa de célula beta por pancreas (mg) foi
calculada multiplicando-se o peso do pancreas (mg) pela média da area relativa de célula
beta. A estimativa do ndmero médio de células beta por ilhota foi feita pela contagem de
todos os nicleos de células beta de todas as ilhotas de cada seccdo transversal, e dividida
pelo nimero de ilhotas amostradas para cada pancreas. Para o grupo alimentado por 60

dias, foi utilizado n=6 animais/grupo e para tais analises foram avaliadas um total de n=267
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(Ct) ilhotas e n=399 (DHL) ilhotas. Para o grupo alimentado por 30 dias, foi utilizado n=4
animais/grupo e para as andlises foram avaliadas um total de n=263 (Ct) e n=241 (DLH).Os
cortes foram fotografados com camara digital (Nikon FDX-35) acoplada ao microscépio de
luz (Nikon Elipse E800) e as imagens foram capturadas por um sistema de captura de

imagem (Image Pro Plus for Windows).

3.5. AVALIACAO DA VIA WNT/B-CATENINA NO PANCREAS

A possivel ativacdo desta via de sinalizagdo na célula beta pancredtica foi avaliada
por: 1) imunoistoquimica das seguintes proteinas, relacionadas a ativacdo da via, a f-
catenina ativada (ndo fosforilada) e a Ciclina D1/2 (o anticorpo reconhece as duas formas),
e as relacionadas a inibicdo da via, a Axina2 e a GSK-3p; 2) Western Blot das proteinas [3-
catenina (total) (o anticorpo reconhece as formas fosforilada e ndo fosforilada), B-catenina
ativada, Ciclina D1/2, Axina2 e GSK-3f e 3) gPCR dos genes da -catenina, Ciclina D1/2 e
c-Myc.

3.5.1. Imunofluorescéncia Indireta

Para avaliar a distribuicao celular de proteinas associadas a via da Wnt/p-catenina
em cortes de congelamento de pancreas foi empregado um protocolo padrdo de
imunofluorescéncia indireta (Carvalho et al., 2012; Collares-Buzato et al., 2004). Os
pancreas retirados dos animais foram congelados em n-hexano resfriado a -60 °C com
auxilio de nitrogénio liquido. Os cortes histolégicos dos pancreas, obtidos por criotomia a
-25°C, foram aderidos em laminas silanizadas (tratadas previamente com solucdo de 3-
aminopropiltrietoxisilano, Sigma), fixados com acetona -20°C, por 3 min, em seguida
foram secos a temperatura ambiente (TA) e mantidos a -20°C até o momento da utilizacao.

Para a imunoreacgdo para GSK-3p, os cortes foram refixados com paraformaldeido
2% (em PBS, pH 7,4) por 8 min. Duas sec¢Oes de pancreas/lamina foram incubadas por
1h a TA com solucdo de TTBS contendo 5% de leite em p6 desnatado, atuando no bloqueio
dos sitios inespecificos e, em seguida incubadas overnight a 4°C em solugdo de TBS

contendo 3% de leite em p6 desnatado com o anticorpo primdrio especifico para a deteccao
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da proteina desejada. No dia seguinte, apds lavagem com TBS, foi realizada a incubagdo
dos cortes, por 2 h a TA, com anticorpo secundirio apropriado e conjugado com
fluoresceina (FITC - verde) diluido em TBS contendo 1% leite em pé desnatado (diluicdes
dos anticorpos primdrios de secundérios mostradas na Tabela II). Em seguida, para a dupla
marcac¢do com insulina, as sec¢cdes foram incubadas por 1 h e 30 min com anti-insulina
(Dako) (dilui¢ao 1:75 em TBS contendo 1% de leite em pé desnatado) e, posteriormente,
incubadas com anticorpo secunddrio especifico conjugado com rodamina (TRITC -
vermelho) (Sigma, dilui¢do 1:100 em TBS contendo 1% de leite em p6 desnatado) por 1 he
30 min.

Ainda, foi feita incubacdo DAPI (que marca nicleo em azul), na diluicao 1:1000
adicionado a soluc@o do anticorpo secunddrio para insulina. Por fim, todas as laminas
foram montadas com laminula com Vectashield (Vector Laboratories, USA) e as sec¢des

observadas através de microscopio de fluorescéncia (Observer.Z1; Zeiss - Axio Cam MRC,

Hamburg — Alemanha).

Tabela II. Diluicdes e fabricantes dos anticorpos primdrios monoclonais e anticorpos
secundérios policlonais utilizados para a detec¢do das proteinas por meio da técnica de
imunofluoréscencia indireta.

Anticorpo Primario Diluicao Anticorpos secundarios Diluicao
(Fabricante) (Fabricante)
Anti-B-catenina ativada 1:300 Anti-Mouse IgG FITC 1:350
(Millipore) Conjugate (Sigma)
Anti-Ciclina D1/2 1:50 Anti-Rabbit IgG FITC 1:125
(Millipore) Conjugate (Sigma)
Anti-Axina2 1:50 Anti-Rabbit IgG FITC 1:75
(Abcam) Conjugate (Sigma)
Anti-GSK-3f3 1:100 Anti-Rabbit IgG FITC 1:125
(Millipore) Conjugate (Sigma)
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3.5.2. Western Blot

A metodologia de Western Blot foi empregada com a finalidade de detectar o nivel de
conteddo celular das proteinas em estudo em ilhotas pancredticas. Para tal, foi empregado o
protocolo similar ao descrito anteriormente por Carvalho e colaboradores (2010).
Resumidamente, as ilhotas foram isoladas por tratamento enzimdtico com colagenase tipo
V (EC 3.4.24.3, Sigma) dos pancreas dos camundongos dos grupos experimentais, seguido
de separacdo em gradiente de Histopaque (Sigma). Grupos de aproximadamente 300 a 400
ilhotas foram homogeneizados em coquetel antiprotease (composicao: 10 mM imidazol pH
7,4; 4 mM EDTA; 1mM EGTA; 200uM DTT; 0,5pug/mL pepstatina; 200 KIU/mL
aprotinina; 200uM fenilmetilsufonil fluoreto; 2,5ug/mL leupeptina e 30ug/mL inibidor de
tripsina).

A determinacdo do conteudo total de proteinas foi feita por espectrofotometria,
usando-se o kit de ensaio de proteina da Bio-Rad. Aliquotas contendo 50ug de proteinas
foram incubadas a 37°C por 1 h em 30% do volume de 5x tampao de Laemmli (1x tampao:
50mM Tris-HCI, 2% de SDS, 20% de B-mercaptoetanol, 10% de glicerol e 0,2% de azul de
bromofenol) e, entdo, aplicadas em gel de 8 ou 10% de SDS-PAGE. Em seguida, as
proteinas foram separadas por eletroforese e transferidas eletroforeticamente para
membrana de nitrocelulose. Apds coloragdo reversivel com solu¢do de Ponceau S da Bio-
Rad, para verificacdo do perfil protéico e controle da massa protéica aplicada nas linhas do
gel, as membranas foram incubadas com 5% de leite desnatado em tampdo Tris-salina
(TBS: Trisma base 0,01M, NaCl 0,15M, Tween 20 0,05%, pH 7,4) overnight a 4°C, e
posteriormente incubadas por 1 h e 30 min e & TA com os anticorpos primdrios especificos
das proteinas de interesse (diluidos em TBS com 3% de leite desnatado) ( Tabela III).

Apoés lavagem com TBS, as membranas foram incubadas com os anticorpos
secunddrios especificos conjugados com peroxidase (diluidos em TBS com 1% de leite
desnatado), nas diluicdes mostradas na Tabela III. As bandas imunorreativas foram
detectadas por quimioluminescéncia (kit Super Signal-PIERCE) utilizando filme para auto-
radiografia. A densidade Optica das bandas foi analisada pelo software Imagel

(http://rsbweb.nih.gov/ij/) e “normalizada” em relacdo a densidade da banda obtida pela

reincubacdo da membrana com anticorpo anti-f-actina, usado como controle interno da
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reacdo. A especificidade dos anticorpos foi confirmada em amostras de células da linhagem

celular prostatica cancerosa LNCaP.

Tabela III. Dilui¢des e fabricantes dos anticorpos primdrios monoclonais € anticorpos
secundarios policlonais utilizados para a detec¢dao das proteinas da via Wnt/B-catenina por
meio da técnica de Western Blot.

Anticorpo Primario Diluicao Anticorpos secundéarios Diluicao
(Fabricante) (Fabricante)
Anti-B-catenina (total) 1:500 Anti-mouse IgG HRP 1:1500
(Zymed/Invitrogen) Conjugate (Sigma)
Anti-f-catenina ativada 1:500 Anti-mouse IgG HRP 1:1500
(Millipore) Conjugate (Sigma)
Anti-Ciclina D1/2 1:200 Anti-rabbit IgG HRP 1:1000
(Millipore) Conjugate (Sigma)
Anti-Axina2 1:500 Anti-rabbit IgG HRP 1:1000
(Abcam) Conjugate (Sigma)
Anti-GSK-3p 1:500 Anti-rabbit IgG HRP 1:1000
(Millipore) Conjugate (Sigma)
Anti-B-actina 1:2000 Anti-mouse IgG HRP 1:2500
(Sigma) Conjugate (Sigma)

3.5.3. PCR quantitativo (qPCR) em ilhotas pancreaticas isoladas

Amostras com cerca de 200 a 400 ilhotas isoladas, como descrito anteriormente,
foram usadas para a extracio do RNA Total. Apds o isolamento, quando necessdrio, as
ilhotas foram mantidas em RNALATER® Soln. (Ambion) até o momento da extracdo de
RNA Total. A extracdo do RNA Total foi feita utilizando-se o kit RNAqueous — MicroKit
(Ambion) e tratado com DNA-free (Ambion), seguindo as recomendacdes do fabricante. A
integridade do RNA foi verificada através de eletroforese em gel de agarose 1% (m/v). Para
a determinagdo de sua concentracdo e pureza foi utilizado o espectrofotometro Nanodrop
ND-1000 UV-Vis (Nanodrop Technologies), a partir da absorbancia a 260 nm, e a razao
280/260 nm. Os RNAs foram estocados em freezer -80°C até o momento do uso.

O cDNA utilizado nos ensaios de PCR em Tempo Real foi sintetizado a partir 0,5ug
de RNA Total, usando o kit RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit

(Fermentas) segundo instru¢des do fabricante. A amostra de RNA Total foi incubada por 5
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min a 65°C, contendo 1pL de Primer Oligo-(dT);s (100uM) e quantidade suficiente de H,O
tratada com DEPC para um volume final de 12uL. Apds este periodo de incubagdo, foram
incubadas novamente por 1 h a 42°C e 5 min a 70°C, acrescidos de 4uL. de Tampdo de
Reacdo (5X), 1uL de ANTP (10mM), 1uL de Inibidor de RNAse Ribolok (20 u/ul) e 1puL de
RivertAid H Minus Transcriptase Reversa (200 u/ul). O cDNA originado foi checado por
espectofotometria e gel de agarose 1% como descrito anteriormente.

Os primers para os genes de interesse e de referéncia (housekeeping genes) foram
desenhados utilizando a ferramenta Primer-BLAST (disponivel em

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), baseado no banco de dados do NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Para o desenho foram aplicados os seguintes critérios:

primers com extensdo entre 19 e 22 pb, Temperatura de Melting (TM) de aproximadamente
60°C, amplicon entre 90 e 150 pb, conteudo de guanina-citosina entre 50-55%. Os primers
foram confeccionados comercialmente e estdo apresentados na Tabela IV. Tais primers
foram testados por reagdes de PCR convencional, onde verificou-se por gel de agarose 2%
a amplificacdo do amplicon. Este ensaio prévio foi importante para a validacdo dos
primers, bem como o ajuste de sua temperatura de anelamento, para s6 a partir de entdo
podermos utilizd-los para os ensaios de PCR em Tempo Real.

O gPCR foi executado no equipamento StepOnePlus  Real Time PCR System, da
Applied Biosystems® com o kit SYBR Green PCR Master Mix da Applied Biosystems. O

p ~ o . . ® .
método de deteccdo como especificado acima foi pelo corante SYBR ~ Green, padronizado

um volume total de reacdo de 10uL, contendo SuL de SYBR; 0,25 uL primer foward,
0,25uL primer reverse; 3,50 HyOpgpc € 1uL de cDNA (na concentracao de 200ng/uL). As
condicdes para as reacdes foram as seguintes: passo inicial de desnaturacdo de 95°C por
10min, seguidos de 40 ciclos de 95°C por 15 s, 63°C por 1 min, 72°C por 20 s para o
anelamento do primer e extensdo do amplicon, e finalizado em 72°C por 20 s, 63°C por 1
min e 95°C por 15 s, para a confeccdo da curva de Melting, que demonstra a especificidade
do primer. O ciclo (Ct) no qual a fluorescéncia atinge o limiar (threshold) foi utilizado para
as andlises de expressao relativa.

Para cada (gene ou primer) foram confeccionados experimentos de curvas padroes
para o célculo da eficiéncia da reacdo de qPCR, compostas por uma série crescente de

diluicoes seriadas de cDNA (1:5) de 5 pontos (correspondente as concentracdes
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aproximadas de 2000ng, 400ng, 80ng, 18ng e 3,6 ng). Dessa forma, pudemos otimizar a
concentracdo de cDNA que seria utilizada nos ensaios de expressao relativa. Os niveis de
RNAm das proteinas analisadas foram normalizados em relacio a média dos niveis de
RNAm do gene de referéncia.

A determinagdo da eficiéncia é um pré-requisito para a utilizacdo do método de
quantificagdo AACt, devendo apresentar valores entre 90% e 110%. O nivel de expressao
de cada gene foi quantificado em relagdo ao controle ndo tratado, utilizando como
padronizagio o gene controle enddgeno (B-actina - Actb) e a equagdo 2", onde AACt =
ACt tratamento - ACt referencia € ACt = Ct gene de interesse = CU controle endsgeno- (Livak & Schmittgen,
2001).

Tabela IV. Primers Especificos para qPCR

Gene Proteina Forward (5°- 3°) Reverse (5°-3°)
Ctnnbl B-catenina CGCGTCAGCTCGTGTCCTGTG CTTCAGGTACCCTCAGGCCCGC
CcenD1 Ciclina D1 TCAAGTGTGACCCGGACTGCCT GTGGCCTTGGGGTCGACGTT

Myc c-Myc TCTCTGCCTCTGCCCGCGAT TCGTGGCTGTCTGCGGGGTT

Actb B-actina GTGGATCAGCAAGCAGGAGT AGGGTGTAAAACGCAGCTCA

3.6. ANALISE ESTATISTICA

A significancia estatistica entre os dois grupos experimentais foi determinada usando-
se o teste t-Student. Para multiplas comparacdes, foi utilizado o teste ANOVA (andlise de
variancia) seguido do teste de Bonferroni para comparar determinados pares de grupos,
com auxilio do Software GraphPad Prism versio 5.00. Sendo P<0,05 o nivel de

significancia adotado.
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4. RESULTADOS

4.1. CARACTERIZACAO METABOLICA DO ANIMAL E MORFOMETRICA DO PANCREAS
ENDOCRINO

Com o objetivo de se estudar a possivel ativagdo da via de sinalizacdo Wnt/j-
catenina em ilhotas pancredticas de animais pré-diabéticos, foi realizada inicialmente uma
avaliacdo metabodlica de camundongos C57 expostos a dieta hiperlipidica (21% lipidios vs
4,5% na ragdo padrao) por um periodo de 60 dias, bem como uma andlise funcional e
morfométrica do pancreas enddcrino desses animais. Essa primeira parte do trabalho teve
como meta avaliar a adequacdo do modelo animal T2DM para o estudo posterior da via
Wnt/B-catenina no pancreas enddcrino.

Como parametros metabolicos, avaliou-se nesses animais o ganho de peso, a
glicemia em jejum e a pos-prandial, a insulinemia em jejum e a pos-prandial, e foi
realizado o Teste de Intolerancia a Insulina. Os animais submetidos a dieta hiperlipidica por
60 dias (grupo DHL) apresentaram um ganho de peso 3,7 vezes maior em relacdo aos
animais do grupo controle (Ct) (Figura 2, a). Além disso, os animais DHL apresentaram,
com relacdo ao grupo Ct, aumento de 49% na glicemia em jejum (Figura 2, b), de 31% na
glicemia pds-prandial (Figura 2, c¢), bem como aumento de 5,6 vezes (Figura 2, d) e de
3,3 vezes (Figura 2, e) na insulinemia em jejum e pds prandial, respectivamente. Todos os
aumentos acima descritos foram estatisticamente significativos (P <0,0001).

Por meio do teste de ITT, feito através da medida de glicemia em diferentes intervalos
de tempo apds injecdo i.p. de insulina, foi possivel observar que, nos animais DHL, a
concentracdo sanguinea de glicose foi maior ao longo do tempo em rela¢do ao grupo Ct,
indicando que a resposta tecidual periférica a insulina injetada foi menor neste ultimo
grupo, o que sugere uma resisténcia periférica a insulina, como pode ser visto na Figura 2,
f. O grafico (f) apresenta a drea sobre a curva glicémica (AUC) (P=0,001) calculada a
partir da curva de decaimento da glicemia obtida com o ITT (vide Anexol).

Adicionalmente aos estudos metabdlicos, foi feito um estudo histolégico e
morfométrico do pancreas enddcrino para verificar se os distdrbios metabdlicos eram

associados com alteragdes morfométricas das ilhotas pancredticas. Nao foram observadas
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diferencas histoldgicas e nem na citoarquitetura das ilhotas entre os grupos Ct e DHL,
como mostrado na Figura 3 (a e b). As ilhotas pancredticas de ambos o0s grupos
experimentais apresentaram uma morfologia normal com sua forma variando entre
arredondada a ovalada, cujo parénquima € constituido por corddes de células enddcrinas
entremeados por capilares. Ainda, independentemente do grupo experimental, as ilhotas
apresentaram uma citoarquitetura tipica caracterizada pela presenca de células beta
localizadas na regido central, identificadas por imunoperoxidase para insulina (citoplasma
em marrom), e de células nao beta na periferia (células nao marcadas) ( Figura 3).

Quanto a andlise morfométrica das ilhotas, observamos um aumento significativo na
massa de células beta (aumento de 43%, P=0,007) e no nimero de células beta por ilhota
(aumento de 55%, P<0,0001) nos animais do grupo DHL em relag¢do ao grupo Ct, (Figura
3, ced, respectivamente). Esses dados demonstram o desenvolvimento de uma hiperplasia
do pancreas enddcrino nos animais alimentados com dieta hiperlipidica, provavelmente
compensatdria ao quadro de resisténcia periférica a insulina apresentados por esses animais.

Nesta parte da Dissertacdo, concluimos que, em camundongos machos expostos a
dieta hiperlipidica por um periodo curto de tempo de 60 dias, ha inducdo de alteracdes
metabolicas caracteristicas da fase inicial da T2DM, como hiperglicemia moderada,
hiperinsulinemia e resisténcia periférica a insulina significativa, além de tornarem-se
obesos. Ainda, essas alteracdes, que sdo caracteristicas da pré-diabetes, sdio acompanhadas
por modificacdes morfométricas que indicam uma hiperplasia compensatdria de células

beta, que ocorre em parte por replicacdo dessa célula enddcrina pancreatica.

45



Ganho de Peso Insulina Plasmatica Jejum

S 50
°
£
o 404
[’
a
o 304
[+
@ 204
O
Kl
2 104 ——
£
[
® 0 &
Glicemia Jejum
150+
g
S 1004
E
(-]
w
S 50+
o
o \J
Ct
C f
Glicemia Pés Prandial Teste de Tolerancia a insulina
200+ § 7000 .
£ 60004
- S
K] —— e = 50004
o > I
E O © 40004
o 100+ 5 ®
@ < S 3000-
S o
— (3]
5 s 2000
g 10004
0 , e 0
Ct DHL & Ct DHL

Figura 2. Exposicio a DHL por 60 dias induz em camundongos machos C57
alteracoes metabdlicas significativas no grupo tratado (DHL) em relacdo ao grupo
controle (Ct). Essas alteracdes incluem: aumento do peso corpdreo (a), da glicemia em
jejum (b) e pds prandial (c), da insulinemia em jejum (d) e pds prandial (e) e da resisténcia
periférica a insulina (f) (AUC = area under curve). Os valores foram expressos como
média £ SEM.**P<0,001 e ***P<0,0001 em relacio ao grupo Ct (teste de t Student).
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Figura 3. Aspecto morfolégico de ilhotas pancreaticas, em cortes histologicos de
pancreas, marcadas para insulina (em marrom) por imunoperoxidase, dos grupos
controle (Ct) (a) e tratado (DHL) (b).

Exposic¢do a dieta hiperlipidica por 60 dias induz nos camundongos do grupo DHL aumento
na massa de células beta das ilhotas (c) e do ndmero de células beta por ilhota (d), em
relacdo ao grupo Ct. Os valores numéricos foram expressos como média + SEM (n° de
animais, n=6/grupo; n° de ilhotas analisadas por grupo, n=267 (Ct) e n=399 (DHL)).
**P<0,007 e *** P<0,0001 em relagdo ao grupo Ct (teste de t Student).
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4.2. DISTRIBUICAO E CONTEUDO CELULAR DE PROTEINAS ASSOCIADAS A VIA WNT/g-
CATENINA NAS ILHOTAS HIPERPLASICAS DOS ANIMAIS PRE DIABETICOS.

Considerando a hiperplasia compensatéria das células beta verificada no nosso
modelo animal de pré-diabetes, a segunda etapa deste trabalho teve como objetivo
identificar uma possivel ativacdo da via Wnt/p-catenina nessas células enddcrinas. Para tal,
utilizamos como estratégias de estudo: 1) a andlise da distribuicdo celular da B-catenina,
cuja presenga no citoplasma e nucleo indica ativagao da via, e 2) a andlise da expressao
protéica de proteinas associadas a via Wnt/B-catenina em ilhotas isoladas de animais dos
grupos Ct e DHL. Esses parametros sdo frequentemente utilizados para estudos visando
identificar um possivel envolvimento dessa via em processos fisiopatolégicos ou
experimentais que resultem em sua ativacdo (Ghaisas et al., 2009; Winzell & Ahrén 2004).

Através do método de imunoistoquimica em criosec¢Oes histoldgicas de pancreas,
foi realizada a imunomarcacdo das seguintes proteinas: -catenina ativada (co-ativadora
desta via - também denominada forma ativa da proteina), Ciclina D1/2 (genes alvo), GSK-
3B e Axina2 (antagonistas da via). A reagdo por imunofluorescéncia indireta com tripla
marcacdo, que marca a proteina especifica estudada em verde (FITC), insulina em
vermelho (TRITC) e ntcleo em azul (DAPI), revelou que a B-catenina ativada aparece na
regido da membrana plasmadtica, no sitio de contato intercelular, no citoplasma e nicleo das
células beta pancredticas de camundongos de ambos os grupos (Figura 4, a e d). A
marcacdo citoplasmatica e nuclear parecem ser mais intensas e/ou mais frequentes nas
células beta das ilhotas do grupo DHL (Figura 4 d, vide detalhe em a e d) do que no grupo
Ct (Figura 4, d e e). Entretanto, a andlise quantitativa do grau de fluorescéncia total (de
toda a ilhota), nessas fotomicrografias, ndo revelou alteragdes significativas entre os dois
grupos estudados (Figura 4, 2).

Adicionalmente, por meio da imunofluorescéncia indireta, foi possivel observar a
distribuicdo celular (marcagdo) das proteinas Ciclina D1/2, GSK-3p3 e Axina2 analisadas
no presente estudo em ilhotas dos dois grupos experimentais. A imunoreagao mostrou que
as trés proteinas, Ciclina D1/2 (Figura 5), GSK-3p (Figura 6) e Axina2 (Figura 7),
apresentam uma distribuicdo exclusivamente citoplasmatica nas células enddcrinas das
ilhotas pancredticas. Esses resultados estdo de acordo com a localizacdo prevista para essas

proteinas considerando as suas funcdes em outras células/tecidos, como descrito na

48



RESULTADOS

literatura (Li et al., 2005; Murtaugh et al., 2008; Schohl & Fagotto, 2002; Thompson &
Monga, 2007).

Como mostra a Figura 8 (B), a expressdo protéica de P-catenina ativada (forma
desfosforilada) em homogeneizados de ilhotas por immunoblotting revelou um aumento
significativo (P<0,006) de cerca de 42% no grupo DHL em rela¢do ao grupo Ct. Também
foi observado um aumento significativo de cerca de 70% na expressdo de Ciclina D1/2
(anticorpo reconhece ambas as formas de Ciclina D, 1 e 2) nas ilhotas do grupo DHL em
relacdo as do grupo Ct (P<0,03) (Figura 8, C). No entanto, a andlise da expressdo protéica
em homogeneizados de ilhotas revelou um pequeno aumento, porém ndo significativo, no
conteudo celular de B-catenina total (utilizando-se um anticorpo que reconhece as duas
formas dessa proteina, a fosforilada e a desfosforilada) no grupo DHL em comparagdo ao
grupo Ct (Figura 8, A).

Com relagdo a uma das proteinas antagonistas estudadas da via, a Axina2, nossos
resultados ndo demonstraram diferengas significativas entre os dois grupos experimentais
para essa proteina, que apresentou uma pequena diminuicao, ndo significativa, em cerca de
15% nas ilhotas pancredticas do grupo DHL (Figura 9, A). Quanto a expressao de GSK-3p,
outra proteina antagonista da via, nossos resultados surpreendentemente mostraram um
aumento significativo de cerca de 60% em homogeneizados de ilhotas do grupo DHL em

relac@o ao grupo Ct (P<0,012) (Figura 9, B).
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Figura 4. Imunofluorescéncia para a proteina pB-catenina ativada em cortes
histolégicos de pancreas enddécrino de camundongos submetidos a dieta
normal ou a hiperlipidica (DHL).

Foi realizada tripla marcacdo com FITC (B-catenina ativada - verde) (a) e (d),
TRITC (insulina - vermelho) (b) e (e), para identificacdo das células beta das ilhotas, e
DAPI (azul - ntcleo). Tripla marcacdo (c) e (f). E possivel observar a localizacio
intercelular, citoplasmatica e nuclear da proteina f-catenina ativada nas células beta em
ilhotas pancreaticas de camundongos do grupo controle (Ct) (a) e do grupo tratado (DHL)
(d). Em d, detalhe da marcag@o nuclear mais evidente na célula beta do grupo DHL em
relacdo ao grupo Ct (a). Em g, tem-se a quantificacdo da fluorescéncia total para P-
catenina ativada nas imagens digitalizadas das ilhotas dos grupos Ct e DHL. A densidade
de pixels no interior das ilhotas foi normalizada em relacdo a 4rea da ilhota. Os valores da
densidade de pixels (fluorescéncia) para cada grupo experimental foram plotados em
grafico para melhor comparacio entre os grupos. Nao houve diferencas significativas no
grau de marcag@o para -catenina ativada entre os grupos estudados (n=13 animais/grupo
de 12 experimentos independentes; n° de ilhotas/grupo para andlise de densidade de
pixels, n=45 (Ct) e n=57(DHL). (Barra=50um).
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Ciclina D+DAPI Insulina Tripla

Figura 5. Imunofluorescéncia para a proteina Ciclina D1/2 em cortes
histologicos de pancreas endocrino de camundongos submetidos a dieta normal
ou a hiperlipidica (DHL).

Foi realizada tripla marcacdo com FITC (Ciclina D1/2 - verde) (a) e (d), TRITC
(insulina - vermelho) (b) e (e), para identificacdo das células beta das ilhotas, e DAPI
(azul - nucleo). Tripla marcacdo (c) e (f). E possivel observar a localizacdo
citoplasmatica da proteina Ciclina D1/2 nas células beta em ilhotas pancredticas de
camundongos do grupo controle (Ct) (a) e nos do grupo tratado (DHL) (d) (n=6
animais/grupo de 6 experimentos independentes). (Barra=50pm).
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GSK-3B+DAPI Insulina Tripla

Figura 6. Imunofluorescéncia para a proteina GSK-3p em cortes histolégicos
de pancreas enddécrino de camundongos submetidos a dieta normal ou a
hiperlipidica (DHL).

Foi realizada tripla marcacdo com FITC (GSK-3B - verde) (a) e (d), TRITC
(insulina - vermelho) (b) e (e), para identificacdo das células beta das ilhotas, e
DAPI (azul - nicleo). Tripla marcagdo (c) e (f). E possivel observar a localiza¢io
citoplasmdtica da proteina GSK-3B nas células beta em ilhotas pancreaticas de
camundongos do grupo controle (Ct) (a) e nos do grupo tratado (DHL) (d) (n=6
animais/grupo de 4 experimentos independentes) (Barra=50pm).
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Axina2+DAPI Insulina Tripla

Figura 7. Imunofluorescéncia para a proteina Axina2 em cortes histologicos de
pancreas endodcrino de camundongos submetidos a dieta normal ou a
hiperlipidica (DHL).

Foi realizada tripla marcagdo com FITC (Axina2 - verde) (a) e (d), TRITC (insulina
- vermelho) (b) e (e), para identificacdo das células beta das ilhotas, e DAPI (azul -
nidcleo). Tripla marcacdo (c) e (f). E possivel observar a localizacdo citoplasmatica
da proteina Axina2 nas células beta em ilhotas pancreiticas de camundongos do
grupo controle (Ct) (a) e nos do grupo tratado (DHL) (d) (n=6 animais/grupo de 6
experimentos independentes) (Barra=50pum)
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Figura 8. Expressido protéica de B-catenina total (A), B-catenina ativada (B) e Ciclina
D1/2 (C) em ilhotas pancreaticas de camundongos submetidos a dieta normal ou a
hiperlipidica (DHL).

A andlise da expressdo protéica de [-catenina total (A, a), P-catenina ativada (ndo
fosforilada) (B, a) e Ciclina D1/2 (C, a), revelado por Western Blot, nao demonstrou
alteracOes significativas para B-catenina total (A, d) entre os grupos experimentais, mas
mostrou um aumento significativo para B-catenina ativada (B, d) e Ciclina D1/2 (C, d) em
homogeneizados de ilhotas pancredticas isoladas de camundongos tratados (DHL) em
relacdo aos seus respectivos controles. A reacdo de controle interno membrana foi realizada
por re-incubacdo da membrana com o anticorpo anti-f-actina (b). Homogeneizado de
células da linhagem LNCaP derivadas do cancer prostatico foi utilizado como controle
positivo para o immunoblotting das proteinas analisadas (c). Os graficos representam os
valores (média + SEM) de densidade 6ptica da banda correspondente a cada proteina que
foram normalizados considerando os valores da P-actina obtidos. Os resultados sdo
representativos de pelo menos 5 membranas e de 4 experimentos independentes. * P<0,03,
*# P<0,006 em relacdo aos seus respectivos controles (teste t de Student).
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Figura 9. Expressao protéica de GSK-3p (A) e Axina2 (B) em ilhotas pancreaticas de
camundongos submetidos a dieta normal ou a hiperlipidica (DHL).

A andlise da expressao protéica de GSK-3fB (A, a) e Axina2 (B, a), revelado por Western
Blot, demonstrou um aumento significativo de GSK-3B (A, d) em homogeneizados de
ilhotas pancredticas isoladas de camundongos tratados (DHL), mas nenhuma alteracdo
significativa da Axina2 (B, d) em relagdo ao grupo controle (Ct). A reacdo de controle
interno membrana foi realizada por re-incubagdo da membrana com o anticorpo anti-f3-
actina (b). Homogeneizado de células da linhagem LNCaP derivadas do cancer prostatico
foi utilizado como controle positivo para o immunoblotting das proteinas analisadas (c).Os
graficos representam os valores (média * SEM) de densidade Optica da banda
correspondente a cada proteina que foram normalizados considerando os valores da [3-
actina obtidos. Os resultados sdo representativos de pelo menos 5 membranas de 5
experimentos independentes. *P<0,01, quando comparado aos respectivos controles (teste t
de Student).
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4.3. EXPRESSAO GENICA DE PROTEINAS ALVO DA VIA WNT/B-CATENINA EM ILHOTAS
PANCREATICAS POR PCR QUANTITATIVO (qPCR)

Todas as amostras utilizadas apds a extracdo de RNA dos pools de ilhotas
pancredticas isoladas dos animais dos diferentes grupos experimentais tiveram sua
integridade verificada por meio da andlise em gel de agarose 1% (Figura 10). Apenas as
amostras com esse perfil foram inclusas nos experimentos e foi feita a quantificagdo do
RNA Total. A seguir, foi executado RT-PCR para certificar a adequacdo da constru¢do dos
primers para amplificacdo dos genes de interesse (a saber, B-catenina, Ciclina D1 e c-Myc).
Como mostra a Figura 11, foram obtidas bandas especificas com todos os primers testados,
demonstrando assim a especificidade dos mesmos. Ainda, os produtos da amplificagdo dos
primers para os genes Ctnnbl (B-catenina), CcnD1 (Ciclina D1) e Actb (B-actina -
housekeeping) foram sequenciados (dados ndo mostrados) e, assim, confirmamos a
especificidade. Foi estabelecida a concentracdo de 200ng de cDNA para cada reacdo de
gPCR para cada um dos genes estudados. (vide Anexo2- Gréfico de Amplificacdo, Curva
de Melting e Curva Padrao de todos os genes)

A Figura 12, mostra os resultados obtidos pelo método de gPCR. Nao observamos
diferenga na expressdo génica de P-catenina em ilhotas pancredticas entre os grupos
experimentais. Entretanto, verificamos uma tendéncia de aumento na expressdo génica de
Ciclina D1 (aumento de 53%) e c-Myc (aumento de 72%), genes alvos da via Wnt/p-

catenina, em ilhotas do grupo tratado DHL em relagcdo ao controle.
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1Kb—>
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Figura 10. Imagem do gel de agarose 1% demonstrando a integridade do RNAs
ribossomicos em lisados de ilhotas de camundongos C57 macho.

Bandas correspondem aos RNAs ribossomicos. Ladder=100pb, 1 e 2=bandas dos RNAs
dos grupos Ct e DHL, respectivamente.

1Kb

500 pb

100 pb

Figura 11. Verificacio da amplificacio dos fragmentos por RT-PCR em gel de
agarose 2%.

Na imagem: Ladder=100pb (primeira banda 1000pb e ultima banda 100pb); 1=Actb (96
pb); 2=Ctnnbl (141 pb); 3=CcnD1 (103 pb) e 4 =c-Myc (101 pb).
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Figura 12. Expressao génica de B-catenina, Ciclina D1e c-Myc em ilhotas pancreaticas
isoladas de camundongos submetidos a dieta normal (Ct) ou hiperlipidica (DHL). A
expressdo génica dos genes de interesse foi analisada por gPCR. Verificou-se uma
tendéncia de aumento da expressdo de Ciclina Dle c-Myc, genes alvo da via Wnt/f-
catenina, nas ilhotas do grupo DHL em relacdo ao grupo Ct (One-Way ANOVA seguido de
Bonferroni; P=0,1565), mas nenhuma alteracdo da expressdo de B-catenina entre os grupos
experimentais. Os dados sdo representativos de trés pools de ilhotas (cada pool
correspondente a 2-4 animais por grupo), coletados de forma independente.
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4.4. MORFOMETRIA E EXPRESSAO DE B-CATENINA ATIVADA EM ILHOTAS
PANCREATICAS, NAO HIPERPLASICAS, DE CAMUNDONGOS SUBMETIDOS A DIETA
HIPERLIPIDICA POR 30 DIAS.

Com o intuito de verificar se a expressao protéica aumentada de B-catenina ativada
(um parametro positivo de ativagdo da via Wnt/B-catenina) estd relacionada diretamente
com a fase de hiperplasia da célula beta, foi analisada também a expressdo desta proteina
em ilhotas pancredticas de animais tratados com DHL por somente 30 dias, cujas ilhotas se
mostraram nao hiperpldsicas como demonstrado anteriormente pelo nosso grupo (Carvalho,
2009). Em acordo com essa observac¢do prévia, na andlise morfométrica das ilhotas de
animais tratados durante 30 dias com dieta hiperlipidica, ndo observamos aumento
significativo na massa relativa de células beta e nem no nimero de células beta por ilhota
nos animais do grupo DHL em relacdo ao grupo Ct, (Figura 13, c e d, respectivamente).
Esses dados revelam que, apds 30 dias de tratamento, esses animais, diferentemente dos
tratados durante 60 dias com DHL, ndo apresentam a hiperplasia do pancreas enddcrino em
relac@o ao grupo Ct.

A andlise por immunoblotting da expressdo protéica de P-catenina ativada em
homogeneizados de ilhotas desses animais ndo revelou aumento no grupo DHL em relagdo

ao grupo Ct, como mostra a Figura 14.
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Figura 13. Aspecto morfolégico de ilhotas pancreaticas, em cortes histologicos de
pancreas, marcadas para insulina (em marrom) por imunoperoxidase, dos grupos
controle (Ct) (a) e tratado (DHL) (b).

Exposi¢do a dieta hiperlipidica por 30 dias ndo induz nos camundongos do grupo DHL
aumento significativo na massa de células beta das ilhotas (c¢) e do nimero de células beta
por ilhota (d), em relag@o ao grupo Ct. Os valores numéricos foram expressos como média
+ SEM (n° de animais, n=4/grupo; n° de ilhotas analisadas por grupo, n=263 (Ct) e n=241
(DHL) (teste t de Student).
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Figura 14. Expressio protéica de P-catenina ativada em ilhotas pancreaticas de
camundongos submetidos a dieta normal ou hiperlipidica (DHL) por apenas 30 dias.

A andlise da expressdo proteica de B-catenina ativada (A, a) ndo demonstrou alteracio
significativa no grupo DHL em relacdo ao grupo controle (Ct). A reacdo de controle interno
membrana foi realizada por reincubacdo da membrana com o anticorpo anti-f-actina (b).
Homogeneizado de células da linhagem LNCaP derivadas do cancer prostatico foi utilizado
como controle positivo para o immunoblotting da proteina analisada (c). O grafico
representa os valores (média = SEM) de densidade optica da banda correspondente a -
catenina ativada que foram normalizados considerando os respectivos valores da B-actina

obtidos. Os resultados sdo representativos de 3 membranas de experimentos independentes
(teste t de Student).
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5. DISCUSSAO

Com o aumento na incidéncia da T2DM, tem crescido o interesse nos estudos de
novas metodologias que possam ser aplicadas na terapia celular e molecular dessa
disfun¢do (Tahara et al., 2011). Existem varios modelos animais de diabetes, envolvendo a
administracido de drogas, dietas especiais ou mesmo animais transgénicos. A linhagem de
camundongo C57BL/6J/Uni tem sido amplamente empregada no estudo da T2DM, pois se
apresenta como uma linhagem susceptivel a inducdo de distdrbios metabdlicos
caracteristicos desta doenca por meio da administracdo de dieta hipercaldrica e/ou
glicocorticéides como dexametasona (Ghaisas et al., 2009; Winzell & Ahrén 2004).

Considerando a associagdo da T2DM com a obesidade, nosso grupo de pesquisa tem
empregado um modelo experimental de disfuncdo pancredtica que utiliza camundongos
C57BL/6J/Uni alimentados com racdo com alto teor de lipidios. Como foi visto nos
resultados dessa Dissertacdo, apds 60 dias de exposi¢ao a dieta hiperlipidica, esses animais
se tornam obesos, hiperglicémicos, hiperinsulinémicos e resistentes a insulina, Ainda,
segundo Carvalho e colaboradores (2012), animais alimentados com DHL pelo mesmo
periodo também se tornam hipercolesterolémicos, intolerantes a glicose e apresentam uma
disfuncdo significativa na secrecio basal de insulina em ilhotas pancreéticas isoladas, sendo
caracterizados como pré-diabéticos.

Concomitante as alteracdes metabodlicas, os animais tratados com DHL, apds 60
dias, apresentam significativa hiperplasia compensatéria de células beta no pancreas
enddcrino, ou seja, hda um incremento no numero/massa de células beta, devido
provavelmente a maior demanda de insulina exigida pelo organismo neste estado. Esta
resposta do pancreas enddcrino € uma tentativa de normalizar o quadro de hiperglicemia e
contrabalancear a resisténcia a insulina dos tecidos periféricos, principalmente do musculo
esquelético, tecido adiposo e figado (Kahn et al., 2006; Prentki & Nolan, 2006). Esses
resultados estdo de acordo com os obtidos por Oliveira (2011), o qual mostrou também que
as células beta do grupo DHL apresentam maior taxa de replicacdo, como revelada pela
imunomarcagdo da proteina Ki67 (um marcador da divisdo celular), quando comparada

aos animais do grupo Ct. Essa proliferacdo celular aumentada ocorreu sem alteracao no
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indice de morte celular, como atestado pelo método de TUNEL e morfologia do nicleo
(Oliveira, 2011).

A massa de célula beta no pancreas, em qualquer dado momento ou condigdo, é
determinada pelo balanco de trés eventos celulares. Por um lado, tem-se a
proliferacdo/replicacdo celular e a neogénese (replicacdo de células fonte e posterior
diferenciacdo em célula beta), e por outro lado, a morte celular programada (apoptose)
(Levine & Itkin-Ansari, 2007; Rhodes, 2005). Na fase adulta e em diferentes espécies
animais (incluindo o homem), € conhecido que a célula beta apresenta uma taxa de
replicagdo relativamente baixa, o que estd em concordincia com o alto grau de
especializacdo e diferenciacdo deste tipo celular. Entretanto, alteragdes na massa de células
beta tem sido documentadas em determinadas condi¢des fisiolégicas e patoldgicas. Por
exemplo, uma expansdo da massa de célula beta pode ocorrer sob condi¢des que envolvem
aumento da demanda insulina pelo organismo, ou seja, durante o periodo perinatal, na
obesidade, na T2DM (como ja foi mencionado) e na gravidez (Rhodes, 2005; Bouwens &
Rooman, 2005; revisado por Lee &Nielsen, 2009)

No homem, a capacidade de replicacdo das células beta € maior na infancia,
ocorrendo uma maior expansdo da sua massa no periodo perinatal. Entretanto, a capacidade
de regeneracdo de células beta declina logo apds a infancia (Meier et al., 2008). Estudos,
em roedores, também documentaram um declinio idade-dependente na proliferacdo de
células beta (McEvoy, 1981; Hellerstrom et al. , 1988; Finegood et al., 1995; Teta et al.,
2005). Ainda, diminui¢do da massa de célula beta, resultado de apoptose induzida por
autoimunidade, estd diretamente associada a patogénese da T1DM (Pharm et al., 2013).
Embora, na gravidez, a populacdo de células beta pancredticas normalmente sofra
expansdo, curiosamente, a sua massa € drasticamente reduzida, por apoptose, logo apos o
parto (Bouwens & Rooman, 2005; revisado por Lee & Nielsen, 2009).

Recentemente, o interesse no estudo sobre fatores de sinalizacdo e vias implicadas
na regulacdo do ciclo celular e da proliferacao da célula beta pancredtica tem-se ampliado.
O objetivo principal da maioria desses trabalhos € encontrar formas e protocolos que
permitam a regeneracdo/reposi¢do da populagdo da célula beta para fins terap€utico no
tratamento da diabetes. Algumas dessas vias tem sido documentadas por participarem do

processo de divisdo/replicagdo deste tipo celular, a saber: 1) a sinalizacdo via Ras/ERK
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(Huang, et al., 2004; 2) a via JAK2/STATS (Dalgaard et al., 2008; Yesil & Lammert,
2008), e 3) a sinalizacdo via PI3K/Akt (Doble & Woogget, 2003; Kim et al., 2010)

Neste contexto, surgiu o nosso interesse em se estudar a via de sinalizagdo Wnt/[3-
catenina, via esta ainda pouco estudada no pancreas, em particular no processo de
hiperplasia compensatodria das células beta pancreéticas na fase da pré-diabetes. Em estudos
anteriores, foi demonstrado que a exposicdo a proteina purificada Wnt3a leva a um
aumento da proliferacdo celular em cultura de células MIN-6 (células beta origindrias de
camundongos) e, em cultura de ilhotas de camundongos recém nascidos, resulta no
aumento da expressdo da proteina f-catenina ativada (Rulifson et al., 2007; Figeac, et al.,
2010).

A proteina B-catenina foi inicialmente descrita como um componente estrutural das
jungdes de adesdo (JA) (Ozawa et al,. 1989). Essa proteina estd ligada a porcao
citoplasmatica de moléculas de adesdo inseridas na membrana plasmadtica, e pertencentes a
super-familia das caderinas (Peifer et al., 1992; Zaidel-Bar, 2013). Nas células, existem
dois pools distintos de P-catenina: o juncional e o citoplasmdtico. A proteina recém
sintetizada primeiro satura o pool (altamente estdvel) que faz parte da JA, enquanto que o
"excesso" de B-catenina livre €, entdo, degradado pelo complexo APC/Axina/GSK-33/CK1
no interior do citoplasma. Esse pool citoplasmatico (instavel) estd sujeito a regulacdo por
sinais dos Wnts (Stamos & Weis, 2012).

A sinalizagdo Wnt/B-catenina leva a inibi¢do da GSK-3p (antagonista da via)
mediada pela proteina citoplasmatica Dvl, e consequente acimulo de P-catenina no
citoplasma. Esse pool de B-catenina € deslocado até o nicleo onde ocorre interagdo com
fatores de transcricdo, como o TCF/LEF. Esse complexo proteico, por sua vez, ativa a
expressdao de genes alvo como c-Myc e Ciclina D1/2, cujas proteinas desencadeiam o
processo de proliferagdo celular (revisao por Murtaugh, 2008; Welters & Kulkarni, 2008).

Em trabalhos anteriores, demonstramos que as células enddcrinas pancredticas,
incluindo a célula beta, expressam [-catenina, além de outras proteinas juncionais, na
regido de contato intercelular (Collares-Buzato et al., 2001, 2004; Santos-Silva et al.,
2012), e que sua expressdao pode ser regulada em determinadas condi¢cdes experimentais.
Por exemplo, a expressdo juncional de P-catenina, e de outras proteinas associadas as

jungdes intercelulares, parece aumentar ao longo do desenvolvimento do pancreas
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enddcrino em ratos, correlacionando-se com a aquisicdo de uma citoarquitetura tipica e de
uma resposta secretora de insulina a glicose adequada em ilhotas pancredticas nestes
animais (Carvalho er al., 2010; Santos-Silva er al., 2012). Ainda, observamos, em
condi¢des in vitro, uma correlacio entre o grau de maturacdo do processo de secrecdo de
insulina de ilhotas de ratos recém nascidos e o conteido juncional de P-catenina e de
outras proteinas associadas as jungdes intercelulares (Collares-Buzato et al., 2001, 2004;
Leite et al., 2005).

Na presente Dissertacdo, empregando um anticorpo que reconhece a forma ndo
fosforilada ou ativa da P-catenina, observamos um aumento significativo no conteddo
celular de B-catenina ativada em ilhotas isoladas de camundongos pré-diabéticos, o que
pode estar relacionado com a ativagdo da via canOnica da Wnt nessas condi¢des. Esse
aumento nao foi acompanhado por um incremento na expressao génica de B-catenina, o que
esta de acordo com os dados de Western Blot, onde utilizou-se um anticorpo que reconhece
o pool total de B-catenina (ou seja, tanto a forma fosforilada como a nao fosforilada). Como
jéa foi dito anteriormente, essa proteina é constitutivamente fosforilada quando a via Wnt
candnica ndo esta ativa (revisdao por Murtaugh, 2008; MacDonald, 2009). Esta fosforilagdao
¢ um mecanismo de regulacdo (pds-transcricional) da B-catenina nas células, que pode ser
acompanhado ou ndo por uma regulacdo génica desta proteina (Kim, et al., 2013).

Em adi¢do, observamos, por imunofluorescéncia, que, além da localizacdo
intercelular e citoplasmatica, a B-catenina ativada foi detectada no nicleo de algumas
células beta. A localizacdo nuclear dessa proteina foi aparantemente mais frequente nas
células beta pancredticas do grupo DHL quando comparado as do grupo Ct, o que pode
indicar uma translocacdo da f-catenina para o nucleo, situacdo comum quando a via esta
ativa (Leung et al., 2002). No entanto, a anélise do grau de fluorescéncia da imunoreacio
total para esta proteina em cortes de congelamento de ilhotas pancredticas nio revelou
diferencas entre os grupos Ct e DHL. Isto pode ser explicado pelo fato do aumento
observado de cerca de 42% na expressao proteica da B-catenina ativada (como demonstrado
por Western Blot) ser relativamente baixo para ser detectado por imunoistoquimica, que
reconhecidamente ndo € uma técnica adequada para demonstrar diferencas sutis no grau de

expressao proteica entre grupos experimentais.
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Ainda, nossos dados revelam um aumento da expressdo proteica de Ciclina D1/2
(proteinas produto da via) nas ilhotas do grupo DHL em comparagdo as do grupo Ct. Por
imunoistoquimica, foi possivel observar a marcagdo citoplasmatica dessa proteina nas
células enddcrinas pancredticas de ambos os grupos experimentais. O aumento observado
na expressao proteica foi acompanhado por uma tendéncia de aumento na sua expressao
génica, bem como na expressdo de outro gene alvo da via Wnt/ B-catenina, o c-Myc. Esses
resultados reforcam a hipétese da ativacdo da via.

Segundo Kushner e colaboradores (2005), as Ciclinas D1 e D2 sdo essenciais para a
proliferacdo pds-natal das células beta em camundongos. Eles relataram que a Ciclina D2
constitui no principal subtipo expresso por essas células em camundongos adultos
C57BL/6, e que estd envolvida na expansdao das células beta imediatamente apds o
nascimento. A Ciclina D1 desempenha um papel acessério, mas fundamental para
promover a inicial replicacdo pds-natal. Esses autores relataram, ainda, que a Ciclina D1
tem a capacidade de compensar parcialmente a auséncia da Ciclina D2, suportando o
crescimento da massa de células beta e retardando a progressdao da diabetes. Além das
Ciclinas D, o fator nuclear c-Myc foi identificado como essencial para a regulagdo da
proliferacdo pos-natal das células beta das ilhotas pancredticas de vérios animais (Cozar-
Castellano et. al., 2006; Rulifson et al., 2007). No entanto, pouco se sabe sobre os
mecanismos que controlam a expressdo ou atividade desse fator na célula beta

Quanto a proteina Axina2, nossos resultados ndo revelaram diferencas significativas
na sua expressio proteica na ilhotas isoladas entre os dois grupos estudados. A proteina
Axina, além de estabilizar o complexo de fosforilagdo da -catenina no citoplasma, também
forma um outro complexo associado a membrana celular. Com a ativacao da sinalizagcdo
Wnt/B-catenina, ocorrem alteracdes conformacionais nos receptores Fz e co-receptores
LRP5/6. Isto faz com que Axina seja recrutada para a regido onde estd localizado o co-
receptor LRP5/6, e com o requerimento de Dvl, associa-se ao Fz. Forma-se, a partir dai, o
complexo LRP5/6/Axina/GSK-3p, e, consequentemente, o complexo de degradacao da f-
catenina € desfeito (Ding et al., 2008; Metcalfe & Bienz, 2011).

A proteina Axina2 também tem seu gene expresso como produto da ativacdo da via
Wnt/B-catenina, sendo um regulador de feedback negativo desta via (Rulifson et al., 2007,

Leung, et al., 2002). A Axina2 regula negativamente a via através da APC e, é pouco
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provavel que sozinha tenha grande efeito inibitorio sobre a B-catenina e, portanto, sobre a
via propriamente dita. Evidéncia para isto é o fato que, embora uma expressdo elevada
dessa proteina tenha sido observada em certos tipos de cancer associados com defeitos na
via Wnt/B-catenina, isso ndo parecer ser suficiente para regular negativamente os niveis de
[-catenina e inibir o processo de proliferacao celular desordenada (Leung, et al., 2002).

Com relacdo a GSK-3p, principal proteina responsavel pela fosforilacdo da f-
catenina e assim pela sua degradacdo proteossOmica, observamos curiosamente um
aumento significativo no contetddo celular dessa proteina, por Western Blot, em ilhotas dos
animais pré-diabéticos quando comparado ao grupo controle. A regulagdo de GSK-3f na
via Wnt parece ser feita principalmente pela inibicdo de sua atividade durante formagao do
complexo LRP5/6/Axina/GSK-3f e nao por fosforilagdo/degradacao e nem por alteragdo da
sua expressao génica (onde uma diminui¢do poderia ser cogitada) (Doble & Woodgett,
2003).

Ainda, parece que apenas uma fracdo do conteddo total de GSK-3f presente nas
células participa como antagonista da sinalizagdo Wnt/B-catenina (Ding et al., 2000).
Embora ndo tenhamos uma explicacdo para essa discrepancia, € plausivel sugerir que a
expressao proteica aumentada de GSK-3 nas ilhotas pancredticas hiperplasicas possa estar
relacionada a outras funcdes celulares conhecidas desta proteina, ndo relacionadas a sua
atuacdo junto a via Wnt/B-catenina, pois trata-se de uma cinase multifuncional.

Tem sido descrito que a GSK-3p participa de varios processos fisioldgicos e
fisiopatologicos como no metabolismo de carboidratos, na embriogénese, na neuroprotegao,
bem como na oncogénese (revisado por Rayasam et al., 2009). Essa amplitude de a¢des €
explicada em parte pelo fato dessa cinase possuir vdrios substratos, como a glicogénio
sintase, a proteina t (Tau) e a B-catenina, que sdo fosforiladas e inativadas por GSK-3. Em
razdo de suas miltiplas funcdes, tem sido proposto que a GSK-33 poderia constituir-se em
uma modlecula alvo no tratamento de doencas como o cancer, de doencgas
neurodegenerativas, como a doenga de Alzheimer, e de doengas metabdlicas, incluindo a
diabetes (revisado por Rayasam et al., 2009).

No que se refere a sinalizagdo de insulina e a homeostase glicémica, a proteina
GSK-3p tem acdo direta sobre os receptores de insulina IRS1 e IRS2, que s@o fosforilados

por essa proteina e degradados nos proteossomos (Liu et al., 2010). Quando ocorre a
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sinalizagdo de insulina, GSK-3B ¢ regulada (inibida) por meio de fosforilacio por
PI3K/Akt (Kim et al., 2010). Uma atividade aumentada de GSK-3B foi observada no
musculo esquelético de pacientes com T2DM e relacionada com a diminuicdo da atividade
da glicogénio sintase e de disponibilidade de glicose estimulada pela insulina neste 6érgio
(Nikoulina et al., 2000). O aumento na atividade de GSK-3f também foi visto no tecido
adiposo de camundogos C57 diabéticos tratados com dieta hiperlipidica (Eldar-Finkelman
et al., 1999), sugerindo que a desregulacio de GSK-3P pode resultar em prejudicada
sinalizag¢do da insulina e consequente resisténcia a insulina.

Em cultura priméria de células MING, a exposicdo a dcidos graxos leva ao estresse
do reticulo e reducdo da sinalizacdo PI3K/Akt com consequente diminui¢do dos receptores
de insulina. Em contra partida, neste mesmo modelo in vitro, a ablacdo de GSK-3f preserva
os receptores IRS1 e IRS2, sugerindo que a atividade de GSK-3f controla os niveis dessas
proteinas também nas cé€lulas beta (Liu et al., 2010). Como comentado acima, no momento
nio sabemos ao certo qual o motivo do aumento do conteido de GSK-3f em
homogenizados de ilhotas do nosso modelo experimental, podendo estar relacionado, em
parte, as func¢des acima descritas ou a outras que esta proteina exerce no contexto da célula
beta. Trabalhos futuros serdo necessarios para melhor entender esta questao.

Finalmente, como uma contra-prova dos nossos dados que sugerem ativag¢do da via
candnica da Wnt em ilhotas hiperpldsicas de animais pré-diabéticos, fomos investigar a
expressdo proteica de PB-catenina ativada em ilhotas pancredticas de animais expostos a
DHL por somente 30 dias. Mesmo apds um periodo curto de administragdo da dieta, esses
animais ja mostram ganho de peso significativo e uma hiperglicemia no estado pés-prandial
(Carvalho, 2010). Entretanto, como relatado nessa Dissertacdo, e confirmando dados
anteriores do grupo (Carvalho, 2010), esses camundongos tratados com DHL por 30 dias
apresentam uma massa de célula beta semelhante ao do grupo controle. Como esperado,
nao observamos alteragdao no contetdo celular de B-catenina ativada em ilhotas isoladas dos
camundongos do grupo tratado (DHL) em rela¢do ao grupo controle. Esse dado reforca
nossa hipdtese de ativacdo da via Wnt/B-catenina durante a fase de hiperplasia
compensatdria das células beta no nosso modelo experimental de pré-diabetes.

Em suma, a via Wnt/B-catenina tem sido considerada como uma via de sinalizagdo

com possivel funcdo na biologia da célula beta, evidenciada recentemente pela descoberta
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de uma correlacdo entre o aumento no grau de expressao de variantes do fator TCF7L2
(fator de transcricdo da via Wnt/B-catenina) e o desenvolvimento de T2DM em humanos
(Lyssenko et al., 2007). Além disso, estudos mais recentes demonstraram que, em ratos
recém nascidos, a inibicdo de TCF7L2 resulta em comprometimento do crescimento da
massa de células beta (normal ou compensatério apds tratamento com estreptozotocina),
principalmente através da inibi¢ao da proliferacdo celular (Figeac et al., 2009). No presente
trabalho, demonstramos que a via Wnt/B-catenina pode ser a responsavel pela proliferaciao
das células beta durante uma fase especifica da pré-diabetes, onde ocorre a hiperplasia das

células beta associada ao quadro de resisténcia a insulina.
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6. CONCLUSOES

A dieta hiperlipidica pelo periodo de 60 dias induziu aumento do peso corpéreo, da
glicemia e da concentracdo plasmdtica de insulina em jejum e pds-prandial. Além
disso, os animais ficaram resistentes a insulina injetdvel, caracterizando-os como

pré-diabéticos.

A alteragdes metabolicas acima descritas foram acompanhadas por hiperplasia das
células betas pancredticas, comprovada por um aumento significativo no
nimero/massa relativa deste tipo celular no pancreas dos animais no grupo DHL em

relacdo ao Ct.

A andlise das proteinas envolvidas na via de sinalizacdo Wnt/B-catenina nas ilhotas
dos animais pré-diabéticos revelou um aumento significativo no conteudo celular
das proteinas associadas a ativacdo da via, a saber a [-catenina ativada
(desfosforilada) e a Ciclina D1/2. Entretanto, ndo houve alteracdo na expressao
proteica de Axina2, uma proteina reguladora de feedback negativo da via.
Surpreendentemente, houve um aumento da GSK-3, principal proteina inibidora da
via, o que pode estar relacionado a outras funcdes que essa proteina possa exercer

na célula beta.

A andlise por qPCR ndo revelou alteragdo da expressdo génica de B-catenina em
ilhotas dos animais pré-diabéticos em comparacdo ao grupo controle. Entretanto,
observou-se uma tendéncia de aumento na expressao génica da Ciclina D1 e c-Myc,

genes alvo da via.

Em adigdo, ndo verificamos aumento do contetido celular de B-catenina ativada em

ilhotas pancreaticas ndo hiperplésicas, de animais tratados por apenas 30 dias com

DHL.
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e Esse resultado, em conjunto com os demais acima relatados, confirma hipdtese
dessa Dissertacdo de ativacdo e possivel envolvimento da via Wnt/B-catenina no
processo de hiperplasia compensatdria das células beta no modelo animal de pré-

diabetes associado a obesidade.
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ANEXOS

Anexo 1 - Grifico de Teste de Tolerancia a Insulina (ITT). No gréfico, a curva preta
corresponde ao grupo (Ct) e a curva azul ao grupo (DHL).
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Anexo 2 - Grificos de Amplificacdo, Curva Padrio e Curva de Melting para cada um dos

genes (proteinas) estudados: Ctnnbl1 (-Catenina), CcnD1 (Ciclina D1), Myc (c-Myc) e

Actb (B-actina), respectivamente.

Ctnnbl (B-Catenina)

Melt Curve
150000
120000
110000
g o
£
&
000
2
g
000
Ampitication Plot
3000
10000
10000
0 o 0 o a0 w00 w50
Tm: 926

Temperature (*C)

CcnDI (Ciclina D1)

Melt Curve

120000

100000

0000

o000

000
Ampiitication Plot

20000

50 0 %0 w00 0 0o

Temperature (*C)

Standard Curve

Standard Curve

T Corn S 3179 b 7390

T o Sk 130 Y e F 18 g AODITN 904

81



Myc (c-Myc)
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