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RESUMO

As jungOes intercelulares sdo especializages da membrana plasmatica através das quais células
dentro de um tecido podem interagir e aderirem-se umas as outras. Nas ilhotas pancreaticas, as
diferentes células enddcrinas se interconectam por meio das jungbes de oclusdo, comunicante, aderente
e desmossomos. Tais contatos intercelulares parecem ser cruciais para o perfeito funcionamento deste
6rgdo, porém, pouco se sabe sobre a fungao fisiopatoldgica e composicdo das jungdes intercelulares no
pancreas enddcrino. O objetivo geral desta dissertacdo foi estudar a importancia funcional da adesao e
reconhecimento celular mediados pelas jun¢des de oclusdo (JO) e de adesdo (JA) nos processos de
maturacédo e disfuncdo da célula beta do pancreas enddcrino, ao longo do desenvolvimento do animal e
na patogénese da diabetes tipo 2, respectivamente. Nossos dados mostram que as ilhotas de fetos e
recém-nascidos de ratos Wistar, cuja resposta secretora de insulina a glicose é significativamente menor,
apresentam uma morfologia menos organizada, caracterizada por um formato menos definido e uma
associacdo mais freqliente com ductos, quando comparadas as ilhotas de jovens e adultos, que sdo
responsivas a esse secretagogo. Na auséncia de contato intercelular, quando as células das ilhotas de
adultos foram dispersas, a resposta secretora de insulina foi completamente inibida, porém
parcialmente restabelecida quando as células foram reagregadas. Quando comparado as ilhotas de
adultos, o impacto da auséncia de contatos intercelulares sobre a resposta secretora de insulina a glicose
foi consideravelmente menor no caso das ilhotas de ratos recém-nascidos. A imunofluorescéncia para N-
CAM e pan-caderina revelou uma distribuicdao diferencial destas moléculas de adesdo somente nas
células das ilhotas pancreadticas de jovens e adultos, o que pode estar relacionada com a citoarquitetura
tipica (células beta, ocupando a regido central e os outros tipos celulares na periferia da ilhota) adquirida
no periodo pds-natal. Das proteinas associadas a JA e JO estudadas, a- e B-cateninas e ZO-1 (mas ndo a
ocludina) foram expressas nas células enddcrinas das ilhotas de todos os grupos experimentais. De forma
geral, a imunofluorescéncia para tais proteinas revelou uma marcagao intercelular menos definida nas
células beta de ilhotas de recém-nascidos e fetos em comparagao com os animais jovens e adultos. Isto
pode indicar uma menor interagdo/adesdo celular, que por sua vez, pode estar relacionada com a
resposta secretora deficitaria de insulina das ilhotas pancreaticas verificada na fase perinatal. Como
modelo de diabetes do tipo 2, utilizamos camundongos C57, machos, alimentados com dieta
hiperlipidica por 8 meses desde os 21 dias de idade. Apds este periodo em dieta, os animais tornaram-se
obesos e pré-diabéticos, apresentando moderada hiperglicemia e significativa hiperinsulinemia ao final
desta dieta. Ndo observamos diferengcas morfolégicas marcantes entre os grupos e nem alteracdes
significativas na distribuicdo intercelular da ZO-1, a- e B-cateninas nas ilhotas do grupo tratado em
comparacdao ao grupo controle. Entretanto, verificou-se uma maior marcacdo intercelular para E-
caderina e uma maior associagcdo de F-actina a membrana na regido de contato intercelular nas células
enddcrinas das ilhotas do grupo pré-diabético em relacdo ao controle. Em conclusdo, os contatos
intercelulares mediados pelas proteinas associadas a JA e a JO parecem desempenhar um papel no
processo de matura¢do do pancreas do enddcrino durante o desenvolvimento animal e na patogénese
da diabetes do tipo 2.



ABSTRACT

Intercellular junctions are specializations of the plasma membrane that allow cells within a tissue to
interact and adhere to each other. In endocrine pancreas, the different endocrine cells are
interconnected by tight, gap and adherens-type junctions. Such intercellular contacts seem to be crucial
for the function of this organ, however, little is known about the pathophysiological role and
biochemistry of intercellular junctions in the endocrine pancreas. The aim of this thesis was to study the
importance of cell-cell recognition and adhesion mediated by proteins associated to tight and adherens
junctions in pancreatic islets, with emphasis on the process of insulin secretion, along the animal
development and in pathogenesis of type 2 diabetes. Pancreatic islets of foetuses (F) and newborn (N)
Wistar rats, that display a relatively poor insulin secretory response to glucose, present an immature
morphology and a less defined cytoarchitecture when compared to islets from young (Y) and adult (A)
rats, that are responsive to glucose. The immunofluorescence for N-CAM and pan-cadherin, adhesion
molecules that are important in cell segregation, revealed a differential distribution of these proteins
only in cells of the islets from Y and A. A lower junctional content of a-and B-catenins and ZO-1 in islet
cells was seen in F and N in comparison with Y and A. In addition, we found that in the absence of
intercellular contact, the glucose-stimulated insulin secretion was completely blocked in A islets. In
contrast, the impact of the disruption of cell-cell adhesion on insulin secretory response of N islets was
relatively small. As a model of type 2 diabetes, we employed male C57 mice, fed on high-fat (HF) diet for
8 months since they were 21 days old. After HF diet, these mice became obese and pre-diabetic
(displaying moderate hyperglycemia and marked hyperinsulinaemia). We did not observe marked
differences either in morphology either in the intercellular distribution of ZO-1, a- and B-catenins in islets
between the HF-treated and control groups. However, there was a stronger immunoreaction for E-
cadherin at the cell-cell contact site and an increased association of F-actin to the plasma membrane of
islet endocrine cells from pre-diabetic mice as compared to control ones. In conclusion, the intercellular
contacts mediated by adherens and tight junction and their constitutive proteins seem to play a role in
the developmental maturation of the endocrine pancreas and in the pathogenesis of type 2 diabetes.
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Capitulo 1 - Introdugdo a Dissertagdo

1.1.  Estrutura da dissertagao

Esta dissertagdo esta estruturada em cinco capitulos. Este capitulo apresenta uma
introducdo ao tema central da dissertacdo: as jungdes intercelulares e sua importancia na
fisiologia do pancreas enddcrino, em especial na biologia da célula beta pancreatica. Os
resultados obtidos estdo apresentados nos capitulos 2 e 3. O capitulo 2 descreve os resultados
referentes ao estudo do papel do contato intercelular mediado pelas jungdes de oclusdo e
aderente no processo de maturacdo da célula beta ao longo do desenvolvimento do animal. O
capitulo 3 mostra os dados de imunolocalizagdo de proteinas juncionais no pancreas enddcrino
no modelo animal de diabetes melito tipo 2. As conclusdes gerais desta dissertacdo estdo
apresentadas no capitulo 4. O capitulo 5 lista as referéncias bibliograficas citadas nos capitulos

1,2e3.

1.2. Introdugdo ao tema da dissertacao
1.2.1. Interagdo Célula-Célula e Célula-Matriz

As células de organismos multicelulares comunicam-se, aderem-se e enviam sinais para
células que estdo proximas, além de interagir com a matriz extracelular. Esta interacdo é dada
através de especializacdes da membrana plasmdtica denominadas jung¢bes celulares que se
dividem em duas categorias: as juncOes intercelulares e jungdes célula-matriz.

As estruturas responsaveis pela associagdo da célula com a matriz sdo os
hemidesmossomos e a juncdo de adesdo focal, enquanto as estruturas envolvidas com a
associacao célula-célula sdo as juncGes aderente, comunicante,de oclusdo e desmossomos
(Gallant e Garcia, 2007; Pokutta e Weis, 2007).

Embora esses diferentes tipos de juncGes sejam bioguimicamente distintos, eles
apresentam uma estrutura molecular andloga: proteinas integrais na membrana plasmatica,
cujo dominio molecular extracelular medeia a interagdao com proteinas homadlogas nas células
adjacentes ou com componentes da matriz extracelular, e o dominio molecular citoplasmatico
interage com componentes do citoesqueleto através de um complexo protéico (revisado por

Ebnet, 2008).
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As jungOes intercelulares, assim como as juncdes célula-matriz, sdo estruturas altamente
dindmicas e regulaveis, sofrendo altera¢cdes estruturais e funcionais sob condicGes
experimentais e durante a vida da célula, como, por exemplo, durante a divisao e motilidade
celular. Em adicdo a sua reconhecida fungcdo como dispositivos de adesdo e comunicagdo,
estudos recentes tém indicado que as jungdes intercelulares e suas proteinas estdo associadas a
diferentes tipos de vias de transducdo de sinais intracelulares (Benmerah et al., 2003; Matter &
Balda, 2003; Conacci-Sorrell et al., 2002). A idéia vigente é que as proteinas associadas as
juncOes intercelulares funcionariam como transdutores de sinais extra e intracelulares,
transmitindo e convertendo tais sinais no interior da célula e, assim, modulando a expressdo
génica e varios processos celulares tais como diferenciacdo, motilidade, proliferacdo e morte
celular (Luther et al. 2005; Li et al., 2009; Luebke-Wheeler et al., 2009).

Como o foco desta dissertacdo refere-se as juncdes aderente e de oclusdo, as mesmas

serdo abordadas com mais detalhe nas se¢Ges a seguir.

1.2.2. Estrutura e bioquimicas das jungoes intercelulares

As jungOes intercelulares sdao definidas como uma série de especializagdes das
membranas plasmaticas localizadas na regido de contato entre duas células vizinhas (Diamond,
1977; Collares-Buzato, 2001).

Ultra-estruturalmente, distinguem-se quatro subtipos de juncao intercelular: 1) a juncado
de oclusdo (zonula occludens ou tight junctions), onde ocorre uma fusdo aparente de folhetos
externos das membranas plasmaticas de células adjacentes; 2) a jun¢do aderente (zonula ou
fasciae adherens), regido especializada da membrana onde as duas membranas adjacentes
estdo alinhadas e préximas umas das outras, delimitando um espaco intercelular de 15 a 20 nm,
e onde, na face citoplasmatica, ocorre ancoragem dos microfilamentos do citoesqueleto; 3) o
desmossomo (ou maculae adherens), juncdo na qual as membranas adjacentes aparecem como
duas placas lineares, paralelas e elétron-densas as quais se associam os filamentos
intermediarios do citoesqueleto e 4) a juncdo comunicante (ou gap junction), regido de
aproximacdo de membranas adjacentes onde se inserem uma colecdo de canais intercelulares,

gue conectam os citoplasmas de duas células vizinhas (Collares-Buzato, 2001). No tecido
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epitelial de revestimento, a juncdo de oclusdo, a juncdo aderente e o desmossomo formam o
chamado Complexo Unitivo, que representa um dispositivo de adesdo intercelular (Collares-
Buzato, 2001; Perez-Moreno et al., 2003).

Dentre as jungOes intercelulares, as juncées comunicantes sdo as Unicas que ndo estdo
relacionadas a adesdo, mas sim com a comunicacgao intercelular. As jungdes comunicantes sdo
observadas, ao microscopio eletronico, como uma regido de aproximacdao, sem fusdo, de
membranas adjacentes, delimitando uma fenda intercelular. Devido ao seu perfil ultra-
estrutural, esse tipo de juncao foi denominada gap junction (do inglés, gap: fenda). Em réplicas
de criofraturas, as jungdes comunicantes aparecem como um agrupamento de particulas
intramembranosas na face P da réplica e pequenas depressdes complementares na face E. Essas
estruturas correspondem ao conjunto de canais intercelulares reunidas em forma de placa ou
disco.

Nesta juncdo, moléculas de conexina, proteina que compde este tipo de juncdo, se
arranjam num complexo hexagonal denominado conéxon, que delimita um hemi-canal central
(Musil, 1994; Mese et al., 2007). A juncdo comunicante resulta da interacdo de dois conéxons,
cada um inserido na membrana de duas células adjacentes, com a formag¢ao de um canal
intercelular hidrofilico que conecta os seus citoplasmas.

O canal central formado pela interacdo dos conéxons permite a passagem de ions, como
Ca*?, K, Na*, CI', H" e moléculas com massa molecular inferior a 1 kDa como monossacarideos,
aminodcidos, nucleotideos e mensageiros intracelulares, tais como inositol trifosfato (IPs) e
monofosfato ciclico de adenosina (AMPc). Entretanto, tais canais impedem a passagem de
proteinas, DNA, RNA e organelas celulares, de modo que as células conectadas pelas juncbes
comunicantes sao acopladas elétrica e metabolicamente, porém mantém sua individualidade
genética e estrutural (Collares-Buzato 2001; Mese et al., 2007).

As jungOes oclusdo, aderente e desmossomos estdo envolvidas diretamente com a
adesdo intercelular. Embora bioguimicamente bem distintas entre si, elas apresentam uma
estrutura molecular andloga. Cada unidade juncional é formada por proteinas transmembranas
especificas que interagem com o citoesqueleto através de um complexo protéico associado a

regido citoplasmatica da jun¢do (Madara et al., 1998).
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A intercelular é mediada por uma variedade de proteinas de membrana, incluindo as
caderinas classicas, claudinas, ocludina e proteinas desmossOmicas (Takeichi, 1995; Gumbiner,
2005; Takai e Nakanishi, 2003; Yamada e Nelson, 2007). As caderinas classicas sdo necessarias
para iniciar e manter a interacdo célula-célula, as proteinas da juncdo de oclusdo ontrolam a
difusdo paracelular (Van ltallie e Anderson, 2006) e os desmossomos mantém a continuidade
estrutural do tecido (Getsios et al., 2004).

A jungado aderente e os desmossomos contém moléculas de adesao dependentes de
calcio, pertencentes a super-familia das caderinas (Geiger & Ayalon, 1992). No caso da juncdo
aderente, em determinados tipos celulares, como no tecido neural, pode haver também a
expressao de N-CAM, uma molécula de adesdo intercelular pertencente a super-familia das
imunoglobulinas (Cirulli et al., 1994).

A superfamilia das caderinas, composta por mais de uma centena de subtipos, pode ser
subdivida em seis subfamilias: as caderinas classicas do tipo | (E-, N-, P-, R-caderinas), classicas
do tipo Il (caderinas 6- a 12), as encontradas nos desmossomos (desmocolinas e desmogleinas),
as com curto ou nenhum dominio citoplasmatico (LI-, T-caderinas), as protocaderinas,
encontradas principalmente no SNC e produtos de genes de supressdao de tumores (Takeichi,
1994; Aberle, 1996; Yagi e Takeichi, 2000; Goodwin e Yap, 2004).

As caderinas sdo glicoproteinas de superficie com um dominio extracelular que difere
entre os subtipos e promove o reconhecimento e coesdo de células adjacentes, e um dominio
citoplasmatico conservado, que interage com filamentos do citoesqueleto (a-actina) por
intermédio das cateninas (a, B, y, p120), a-actinina e vinculina, no caso da juncdo aderente, e do
complexo desmoplaquina/placoglobina, nos desmossomos (Knudsen et al., 1995; Rimm et al.,
1995; Pokutta e Weis, 2000; Gumbiner, 2000; Huber et al., 2001; Pokutta et al., 2002; Jamora
and Fuchs, 2002; Kobielak and Fuchs, 2004; Pokutta e Weis, 2007). Detalhe esquematico da
juncdo aderente é mostrado na figura 1(c) e dos desmossomos na figura 1(d).

As proteinas integrais, denominadas ocludina e claudinas, sdo os principais constituintes
da rede complexa de corddes de vedacdao que forma a jun¢do de oclusdo, responsaveis pelo
contato intimo entre células adjacentes (Furuse et al., 1994 e 1998). Jd& as proteinas

citoplasmaticas conhecidas como zonula occludens — as ZOs, a saber, Z0-1, Z0-2, 720-3 -
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(Gumbiner et al., 1991), cingulina (Citi et al., 1988), antigeno 7H6 (Zhong et al., 1993) e
simplequina formam um complexo protéico que liga as proteinas transmembranas (claudinas e
olcudina) com os filamentos de actina do citoesqueleto associados a juncdo de oclusdo
(Anderson et al., 2001; Niessen, 2007; Hartsock e Nelson 2008). Sabe-se que, quando as jungdes
de oclusdo ndo estdo presentes no epitélio e em células ndo epiteliais, como células cardiacas e
fibroblastos, a ZO-1 liga-se as caderinas da jun¢do aderente (ltoh et al., 1993, 1999; Furuse et
al., 1994; Fanning et al., 1998; Bazzoni et al., 2000). A figura 1(b) mostra uma representacao

esquematica da jungao de oclusdo.
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Figura 1. Representacao esquematica das proteinas integrantes e associadas as jungdes intercelulares
constituintes do complexo unitivo

Jungdo de oclusdo (b), jungdo aderente (c) e desmossomos(d) e suas interagbes com componentes do
citoesqueleto. A esquerda uma fotomicrografia ultra-estrutural do complexo unitivo (a). Figura modificada de
Niessen e Gottardi, 2008 e de Collares-Buzato, 2001.
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1.2.3. Fungoes fisiopatologicas das jungoes intercelulares

Evidéncias tém apontado um importante papel desempenhado pelas jungOes
comunicantes em varios processos celulares, como a manutencdao da homeostasia celular e
controle da proliferacdo e diferenciacdo celular (Musil, 1994; Wong et al., 2008; Decrock et al.,
2009). Também tem sido demonstrada a importancia dessas jun¢des durante o
desenvolvimento embrionario, ja que as mesmas contém canais intercelulares através dos quais
morfégenos sdo transferidos de uma célula para outra, contribuindo assim para o processo
morfogenético (Leclerc, 1994).

A formacdo e a manutencdo da arquitetura tecidual sdo conseqiéncias da firme adesdo
entre células vizinhas promovida pela jungao aderente (Geiger e Ayalon, 1992). Adicionalmente,
varias outras funcbes estdo associadas a essa juncdo, como a formag¢do e manutencdo das
outras jungGes intercelulares, conserva¢do da polaridade celular e organogénese (Collares-
Buzato et al., 1998; Eaton e Simons, 1995; Geiger e Ayalon, 1992; Gumbiner et al., 1988; Nose e
Takeichi, 1986). Assim como a juncdo aderente, os desmossomos promovem a adesdo entre as
células, porém, sem interferir na constituicdao e na funcdo dos outros componentes juncionais
(Cowin et al., 1984).

Tem sido demonstrado que as cateninas (em especial a B e a p120) da juncdo aderente
interagem com receptores de fatores de crescimento, tais como EGF, FGF e HGF e regulam a
acdo destes fatores na célula (Conacci-Sorrell et al., 2002). Adicionalmente, varias proteinas
juncionais, como as a, B, y e p120-cateninas e as ZOs (ZO-1 e Z0-2) tém a propriedade de
migrarem para o nucleo e ativarem fatores de transcricdo génica (tais como o TCF/LEF-1 e a
SAF-B proteina ligante ao DNA) (Benmerah et al., 2003; Matter & Balda, 2003).

A regulacdo da adesdo celular pelas caderinas é essencial para o desenvolvimento
embrionario e necessaria durante a transicdo epitélio-mesenquimal das células (D’Souza-
Schorey, 2005). A perda da adesdo celular mediada pelas caderinas € um marcador cldssico de
carcinogénese e estad relacionada a progressao tumoral. Em muitos tumores derivados de
células epiteliais, ha uma diminuicdo da expressdao de E-caderina, levando a perda de adesdo
celular, aumentando a proliferacdo e a capacidade de invasdo destes tumores (Takeichi, 1991;

Van Aken et al., 2001; Cowin et al., 2005). O comprometimento da funcdo adesiva da juncdo
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aderente pode envolver mutacdes do dominio extracelular da E-caderina ou a ruptura da
ligacdo com filamentos de actina como conseqiliéncia de alteragcbes conformacionais das
caderinas e cateninas por fosforilacdo (Shimoyama et al., 1992).

Tem sido descrito que embrides de camundongos com inativacdo do gene da E-caderina
(knockout) morrem, ndo passando do estagio de 32 células (Larue et al., 1994; Ohsugi et al.,
1997). Em camundongos knockout condicionais, a inativacdo génica dessa glicoproteina em
gueratindcitos resula em morte do animal, por causa da desidratacdo severa e infeccdo
secundaria em funcdo da perda da barreira epidermal (Tinkle et al., 2004; Tunggal et al.,2005).

A jungdo de oclusdo, por sua vez, exerce um papel fundamental de barreira de
difusdo pela via paracelular, essencialmente em epitélios de revestimento (Farghuar e Palade,
1963; Gumbiner, 1987; Madara, 1990; Schneeberger e Lynch, 1992; Fasano, 2000; Mitic et al.,
2000). Além disto, este tipo de juncdo é responsavel pela manutencdo da distribuicdo
assimétrica (polaridade) de proteinas e lipidios entre os dominios apical e basolateral da
membrana de células epiteliais e funciona como dispositivo de adesao intercelular em outros
tipos celulares (Schneeberger & Lynch, 1992; Gumbiner et al., 1987).

Este tipo de juncdo estd envolvida no processo de absorcdo intestinal de nutrientes
(Madara et al., 1990), na espermiogénese (Pelletier e Byers, 1992) e no transito de moléculas
através dos capilares cerebrais (Rubbin e Staddon, 1999). A funcdo de barreira desempenhada
pela jung¢do de oclusdo pode ser modulada em vdrias condigdes experimentais (Peixoto e
Collares-Buzato, 2005; Collares-Buzato et al. 1994, 1998), bem como estar comprometida em
alguns estados patoldgicos como na transmigracdo de patdgenos e/ou células através de
epitélio intestinal e endotélio durante infeccdo bacteriana (Jepson et al., 1995, 2000) e
inflamacdo (Evans et al., 1983).

AlteracOes da funcdo e estrutura da juncdo de oclusdo em epitélios podem ser induzidas
experimentalmente. Tratamentos com determinadas substancias aumentam a permeabilidade
da juncdo de oclusdo, por meio da ruptura das mesmas ou pela internalizacdo/alteracido
conformacional das suas proteinas estruturais. Como exemplos destas condi¢cdes experimentais,
temos a retirada do calcio extracelular, o aumento de calcio intracelular, a diminuicdo do pH

citoplasmatico, a ativacdo de tirosina quinases, a exposicdo a certos hormonios e citocinas
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(Collares-Buzato, 2001; Collares-Buzato et al., 1994a e 1994b). Por outro lado, outras situacdes
podem acarretar em diminuicdo da permeabilidade da junc¢do de oclusdo, como o tratamento
com vitamina A, proteases e glicocorticéides (Collares-Buzato, 2001; Polak-Charcon, 1992).

Varios estudos sugerem que junc¢des de oclusdo também podem desempenhar um papel
na regulagao do crescimento e diferenciagdo celular, pois a clonagem moleculares de ZO-1 e ZO-
2, proteinas da junc¢do de oclusdo, revelou uma homologia dessas proteinas com a proteina DLG
A, um supressor de tumor de Drosophila associado a jun¢do aderente (Tsukita et al., 1993;
Willott et al., 1993; Woods and Bryant, 1993; Jesaitis e Goodenough, 1994).

A Z0-1 possui varios dominios que podem estar envolvidos na interagdo com proteinas
da jungdo de oclusdo, o que parece ser importante no recrutamento dessas proteinas para a
regido da membrana durante a formacdo dessas juncées (Furuse, 2010). Sabe-se, no entanto,
gue a ZO-1 pode se associar ao complexo de cateninas na auséncia das juncdes de oclusao
(Rajasekaran et al., 1996). Esta interacdo é mediada pela por¢do N-terminal da ZO-1 e ocorre,
aparentemente, via a-catenina (ltoh et al., 1997).

Uma fracdo de ZO-1 acumula-se no nucleo durante a proliferacdo de células epiteliais,
sugerindo que esta proteina pode estar diretamente envolvida no processo de divisao celular
(Gottardi et al., 1996). Esta dupla localizacdo, tanto nas jungGes de oclusdo como no nucleo,
também foi observada para outras proteinas, tais como a simplequina (Keon et al., 1996), o
antigeno 2.1, a ZO-2 e a cingulina (Guillemot et al., 2007). Embora as fun¢cdes desempenhadas
por estas proteinas ndo sejam totalmente conhecidas, essas observagdes suportam a idéia que
componentes da jungdo de oclusdo estdao envolvidos na regulagdo a expressao génica.

Apesar desses dados sugerirem um papel das juncbes de oclusdo na regulacdo do
crescimento e diferenciacdo celular, ainda sdo desconhecidas a(s) via(s) de sinalizacdo em que a
Z0-1 ou outras proteinas da juncdo de oclusdo estdo envolvidas. Além disso, ndo se sabe que
tipos de estimulos sdo recebidos por essas juncdes, quais moléculas funcionatiam como
trsnadutores desses estimulos e como os sinais intercelulares desencadeados sdao transferidos

da juncdo para o nucleo.
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1.2.4. Jungoes Intercelulares e o pancreas enddcrino

O péancreas é uma glandula mista, com funcdo tanto enddcrina como exdcrina. Imersas
no tecido pancredtico exdcrino, estao as ilhotas pancreaticas, ou ilhotas de Langerhans, que sob
microscopia de luz, apresentam-se na forma de aglomerados arredondados de células
poligonais, dispostas em corddes entremeados por uma rica rede de capilares sanguineos, e
envolvidos por uma delgada capsula, rica em fibras reticulares (Findlay e Thomas, 1980; Gomez-
Dumm et al., 1987; Ohtani, 1987).

As ilhotas sdo constituidas por cinco tipos celulares com funcdo enddcrina: as células
beta, secretoras de insulina; as células alfa, secretoras de glucagon; as células delta, secretoras
de somatostatina, as células PP ou F, que secretam o polipeptideo pancredtico e as células
épsilon, produtoras de grelina (Orci, 1976; Orci e Unger, 1975; Heller et al. 2005; Jain, 2009).

Esses hormonios estdao direta ou indiretamente envolvidos na homeostase glicémica: a
insulina tem acdo hipoglicemiante, enquanto o glucagon tem acdo hiperglicemiante; a
somatostatina possui uma ac¢do pardcrina, inibindo a secrecdo de insulina e glucagon (Kanno et
al., 2002); o polipeptideo pancreatico pode exercer um papel inibitério na secrecdo exdcrina
pancredtica (Kojima et al., 2007) e grelina inibe a secregao de insulina (Dezaki et al., 2007). O
comprometimento do balanco da secrecdo destes hormonios pode resultar em disfungées tal
como a diabetes melito, doenca potencialmente fatal envolvendo uma secrecdo insuficiente ou
ausente de insulina pelas células beta (Ward et al., 1983).

A proporcdo e distribuicdo dos tipos celulares sdo diferentes nas ilhotas pancreaticas. No
caso de ilhotas de ratos adultos, as proporc¢des aproximadas de cada tipo celular em relagao ao
volume total da ilhota sdo: 70-80% de células beta, 15-20% de células alfa, 5% de células delta e
menos de 1% de células PP e épsilon (Brelje et al., 1989; Carvalho et al. 2006). Estudos com
ilhotas humanas mostraram que esta proporgdo é diferente da encontrada em roedores, de tal
forma que a ilhota é constituida por 55% de células beta, cerca de 35% de células alfa, 6% de
células delta e pouquissimas células PP e épsilon (Brissova et al,. 2005; Cabrera et al., 2006;
Heller et al., 2005).

Quanto a organizacdo destes tipos celulares, sabe-se que, em roedores, as células beta

localizam-se na regido central da ilhota, enquanto as células ndo-beta organizam-se na periferia,



21

envolvendo as células beta (Gannon et al., 2000; Brissova et al., 2002; Carvalho et al. 2006). As
ilhotas humanas também mostram esta citoarquitetura, embora menos definida que em
roedores. (Orci, 1976; Brelje et al., 1989; Dubois et al. 2000; Brissova et al. 2005).

E interessante notar que a perturbacdo dessa citoarquitetura em ilhotas pancreaticas de
pacientes diabéticos, bem como em modelos animais da doenca, sugere que a incapacidade de
organizar células enddcrinas pode explicar, pelo menos em parte, o fendtipo de hiperglicemia
(Gepts e Lecompte, 1981; Gomez Dumm et al., 1990; Tokuyama et al., 1995).

Em cada ilhota, as diferentes células enddcrinas se conectam, homotipica ou
heterotipicamente, por meio das juncdes intercelulares do tipo oclusdo, comunicante, aderente
e desmossomos, como demonstrado por microscopia eletronica de transmissdo e
imunocitoquimica (Collares-Buzato et al., 2004; In’t Veld et al., 1984; Orci et al., 1975). Tais
contatos intercelulares parecem ser cruciais para o perfeito funcionamento deste 6rgao.
Alteracbes da citoarquitetura normal das ilhotas sdo verificadas em animais com quadro
estabelecido de diabetes ou em modelos in vitro de disfungdo secretora de insulina (Cirulli et al.,
1993; Hong et al., 2002; Wong et al., 2003).

Dentre as jungdes intercelulares, as jungdes comunicantes tem sido as mais estudadas
no pancreas enddcrino, sendo documentada a presenca de dois principais subtipos de conexinas
expressas pelas ilhotas pancreaticas: a conexina 43 (Cx43) e a conexina 36 (Cx36), sendo que a
Cx36 parece ser a Unica conexina expressa pelas células beta (Serre-Beinier et al., 2009;
Bavamian et al., 2007; Charpantier et al., 2007; Nlend et al., 2006).

Ja se sabe que, nas linhagens de células beta MIN6 e INS-1E, niveis adequados de Cx36
sdo requeridos para uma apropriada secrecdo de insulina estimulada pela glicose ou por
secretagogos ndo-metabolizaveis (Calabrese et al.,, 2004, 2003; Le Gurun et al.,, 2003). O
acoplamento celular mediado pelos canais formados por esse subtipo de conexina parece
importante para a sincronizagdo do aumento oscilatério da concentragdo intracelular de cdlcio
induzido pela glicose entre células acopladas, pois estas apresentam oscilacdes de [Ca*™?]; mais
regulares, de maior amplitude e freqiiéncia, em comparacdo a células beta isoladas (Jonkers et

al., 1999; Gilon e Henquin, 1995; Gylfe et al., 1991).
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Calabrese e colaboradores (2003) demonstraram que uma significativa reducdo da
expressao de Cx36 na linhagem MING6, obtida através da exposicdo a um oligonucleotideo
antisense desta conexina, induziu um marcante comprometimento na sincronizagao das
oscilacdes da concentracdo de cdlcio intracelular induzida por glicose, associado com uma
diminuicdo significativa na secrecdo estimulada de insulina.

Evidéncias tém indicado a importdncia da adesdo e do acoplamento das células beta no
controle da secrecdo de insulina, pois, quando isoladas, estas células mostram significante
comprometimento da resposta secretdria estimulada de insulina, bem como uma secrecdao
basal de insulina aumentada, baixa sensibilidade a glicose, e diminuicdo na biossintese de
insulina. Entretanto, quando os contatos entre essas células sdo restabelecidos, ha uma rdpida
reversao destas alteracGes (Halban et al., 1982; Pipeleers et al., 1982, 1994).

Diversos procedimentos experimentais conhecidos por induzirem significativa secrecao
pancreatica de insulina, como exposicdo a altas concentracdes de glicose, a certas drogas como
glibenclamide e o tratamento com o hormoénio prolactina induzem significante aumento na
expressao de conexina e no acoplamento das células beta mediado pelas jungcdes comunicantes
(Collares-Buzato et al., 2001; Sorenson et al., 1987; Meda et al., 1979).

Além da importancia da jungdo comunicante para a funcdo do pancreas enddcrino, em
especial a da célula beta, também tem se estudado o papel de outras juncdes nesse érgao.
Recentes evidéncias tém indicado a relevancia da adesao celular mediada pela juncdo aderente
para adequada secrecdo de insulina (Lilla et al., 2003; Bernard-Kargar et al., 2001; Hauge-Evans
et al., 1999). Dahl e colaboradores (1996) mostraram que E-caderina é essencial para que as
células beta se organizem em estruturas, as ilhotas pancreaticas, durante o desenvolvimento do
pancreas de camundongos. A diminuicdo da expressao da E-caderina resulta em uma
citoarquitetura anormal das ilhotas pancreaticas e reducdo da secrecdo de insulina (Yamagata et
al., 2002).

Trabalhos com a linhagem de células MIN6 mostraram uma correlagdo direta entre o
grau da expressao de E-caderina e a secrec¢do de insulina induzida pela glicose (Lilla et al., 2003;

Hauge-Evans et al., 1999). Em adi¢do, uma expressdo aumentada de a- e B-cateninas (Collares-
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Buzato et al. 2004) e de N-CAM (Bernard-Kargar et al., 2001) estd associada a uma resposta
secretdria aumentada de insulina em ilhotas de ratos recém-nascidos em condicdo in vitro.

Camundongos com deficiéncia na expressao de N-CAM apresentam uma citoarquitetura
anormal das ilhotas pancreaticas, com células alfa localizadas no cerne da ilhota, e uma
distribuicdo alterada de marcadores de polaridade celular como caderinas e F-actina (Esni et al.,
1999). Além disso, as ilhotas pancreaticas destes animais apresentaram uma secrecdo basal de
insulina aumentada, uma secrecao estimulada diminuida e secrecdo diminuida de glucagon, sob
baixas concentracGes de glicose (Olofsson et al., 2009).

Portanto, esses estudos sugerem que a comunicagao e adesdo entre os tipos celulares na
ilhota pancreatica sdo importantes para a resposta secretora de insulina (Hauge Evans et al.
1999; Luther et al., 2005). Entretanto, o papel das juncoes intercelulares e vias envolvidas ainda

ndo sao completamente conhecidas.

1.3. Objetivos da Disserta¢ao
O objetivo geral desta dissertacdo foi estudar o possivel papel da adesdo e do
reconhecimento celular mediados pelas jun¢des de oclusdo e de adesdo nos processos de
maturacdo e disfuncdo da célula beta do pancreas enddécrino em dois modelos animais:
+* Modelo de maturacio do processo secretéorio de insulina ao longo do
desenvolvimento, no qual utilizamos ratos em diversas fases do desenvolvimento.
.

+* Modelo de diabetes melito do tipo 2, no qual utilizamos camundongos C57BL6 jovens

alimentados com uma dieta hiperlipidica por um periodo de 8 meses.

1.4. Justificativa

O modelo animal que emprega ratos em diferentes idades tem sido utilizado para se
estudar o processo de maturacdo do pancreas enddécrino, em funcdo da conhecida resposta
secretdria reduzida de ratos recém-nascidos em comparacdo as ilhotas de animais adultos
(Boschero et al., 1993). Porém, os mecanismos envolvidos nesse processo de matura¢do da
resposta secretéria de insulina, desencadeado durante o desenvolvimento, ainda sdo pouco

conhecidos. Ainda, dados morfoldgicos referentes a alteracbes sequenciais na histologia da
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ilhota no periodo peri- e pds-natal sdo escassos e pouco consistentes (Massa et al., 1997; Kaung,
1994; Reddy et al., 1985).

O modelo experimental de disfungdao pancreatica utiliza camundongos que podem
desenvolver um quadro de diabetes melito do tipo 2 como resultado da ingestdo de racdo com
alto teor de lipideos (Shafrir et al., 1999; Winzell and Ahren 2004; Surwitt et al., 1988; de Souza
et al., 2005). Dentre as varias linhagens de camundongos, a linhagem C57BL/6J parece possuir
uma vulnerabilidade metabdlica maior, devido, possivelmente, a uma pré-disposicdo genética,
gue, quando desafiada por dieta ou outras manipulacbes, resulta em obesidade e severo
disturbio da homeostase glicémica (Surwitt et al., 1988).

Este modelo tem sido bastante utilizado para se estudar a patogénese da aterosclerose
associada a resisténcia periferia a insulina, a diabetes melito ndo dependente de insulina (tipo 2)
e a obesidade (Drolet et al., 2006). Entretanto, a repercussdo na fun¢do pancredtica enddcrina
da ingestdo de dieta com alto teor de lipideos tem sido pouco investigada, bem como trabalhos
descrevendo alteragcbes funcionais e morfométricas do pancreas enddcrino neste modelo sdao
escassos (Ahren et al., 1997; Sone & Kagawa, 2005).

O possivel papel das juncbes de oclusdo e aderente na maturacao e disfuncao da célula
beta foi estudado nesta dissertacdo através da avaliacdo da expressao e localizacdo celular de
algumas proteinas associadas as essas juncdes nas ilhotas pancreaticas em combinacdo com a
analise de aspectos funcionais e morfoldgicos do pancreas endécrino nos modelos animais

descritos acima.
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Capitulo 2 — Papel do contato intercelular mediados pelas jung¢oes de
oclusGo e aderente no processo de matura¢do da célula beta
pancreatica durante o desenvolvimento

2.1. Introdugao

A secrecdo dos hormoénios do pancreas enddcrino é altamente regulada e estd
relacionada com a homeostase glicémica por meio de agdes em muitos tecidos periféricos, tais
como figado, musculos e tecido adiposo (Martyn et al., 2008; Mechanick , 2006). A insulina
estimula a captacdo de glicose pelos tecidos periféricos, enquanto o glucagon mobiliza glicose
do figado para a circulagdo; ja a somatostatina inibe a secrecao tanto de células alfa quanto de
células beta (Kanno et al., 2002). O polipeptideo pancreatico (PP) pode exercer um papel
inibitério na secrecdo exdcrina pancreatica (Kojima et al., 2007) e grelina inibe a secrecdo de
insulina, dentre outras funcdes (Dezaki et al., 2007). Todas as células enddcrinas pancreaticas
desempenham, direta ou indiretamente, um papel central na manutengado de niveis adequados
de glicose no sangue. Comprometimento no balanco da secrecdo destes hormoénios pode
resultar em disfungdes tal como a diabetes melito, doenga potencialmente fatal envolvendo a
secrecdo insuficiente ou ausente de insulina pelas células beta pancreaticas (Ward et al., 1983).

Sabe-se que a interacdo celular no pancreas enddcrino € importante para a manutencao
funcional das ilhotas: essas interagdes sdo cruciais para o desenvolvimento e manutengdo do
fendtipo das células beta. Tem sido demonstrado um aumento da expressao do gene da insulina
em células beta aderidas (Beattie et al., 1996) e reducdo desta expressdo ou da secrecdo
guando ha bloqueio das integrinas e caderinas, com conseqiiente diminuicdo da interagdo entre
estas células (Cirulli et al., 2000; Rogers et al., 2007; Jaques et al., 2008). As interacbes célula-
célula sdo essenciais para uma adequada resposta secretdria de insulina pelas células beta, de
tal forma que a secregdo de insulina de células beta dispersas é significativamente menor do
gue em ilhotas intactas ou de células beta reagregadas (Bosco et al., 1989; Halban et al., 1987,
Hopcroft et al., 1985; Pipeleers et al., 1985).

Ilhotas de fetos e recém-nascidos de roedores exibem uma reduzida resposta secretéria

a glicose e a outros secretagogos em compara¢ao com ilhotas de animais adultos (Mendonca et
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al. 1998; Boschero et al., 1993, 1988). Entretanto, os mecanismos envolvidos nesse processo de
maturacdo da resposta secretdria de insulina desencadeado durante o desenvolvimento ainda
sdo pouco conhecidos. Em condicBes experimentais, entretanto, a maturacdo da resposta
secretéria é influenciada por muitos fatores, incluindo metabdlitos, como a glicose e
aminodcidos, e hormdnios como a prolactina e o hormonio de crescimento (Kervran e Randon,
1980; Swenne et al., 1980; Sorenson et al., 1987; Boschero et al., 1993; Crepaldi et al., 1997).
Demonstramos, recentemente, que a maturagao in vitro das células beta de recém-nascidos,
induzida pelo cultivo prolongado das mesmas em meio de cultura suplementado, esta associada
com aumento na expressao de varias proteinas juncionais da juncdo aderente e de oclusdao
(Collares-Buzato et al., 2004).

Este capitulo descreve os resultados de avaliacido do possivel papel dos contatos
intercelulares no processo de maturagao in vivo da célula beta e da expressao e localizagao de
proteinas juncionais (ocludina, ZO-1, caderinas, cateninas) nas ilhotas pancreaticas de ratos

durante o desenvolvimento.

2.2. Materiais e Métodos
2.2.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos com diferentes idades: fetos (19-20 dias de
gestacdo), recém-nascidos (1 a 2 dias), jovens (21 dias) e adultos (3-5 meses).

Todos os animais foram obtidos do Centro de Bioterismo da UNICAMP (Campinas, SP),
mantidos em condicOes controladas de temperatura e ciclo claro-escuro (de 12h) e alimentados
com ragdo e agua ad libitum até o momento da experimentacao.

Os experimentos deste projeto foram aprovados pela Comissdo de Etica na Experimental

Animal da instituicdo (CEEA-IB-UNICAMP), sob protocolo n.2 1885-1.

2.2.2. Avaliag¢do morfoldgica do pancreas enddcrino
+» Histologia do pancreas
A analise do aspecto histoldgico e da citoarquitetura do pancreas enddcrino dos animais

dos diferentes grupos experimentais (n= minimo 4 animais por grupo experimental) foi feita
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utilizando-se técnica histoldgica de rotina. Para tal, os animais foram sacrificados em camara de
CO,, decapitados, os pancreas retirados e pesados e fixados em solucdo de Bouin (10% de
formaldeido, 1% de acido picrico saturado e 5% de acido acético) por 24 h. Apods fixagdo, cada
pancreas foi seccionado em dois fragmentos, que foram processados pelas técnicas rotineiras
de embebicdo em parafina (Histosec pastilhas, Merck). De cada fragmento, foram obtidas
seccOes semi-seriadas de 5 um, espacadas em 100 um entre cortes, até esgotamento total do
bloco. As laminas obtidas e selecionadas foram coradas com Hematoxilina-Eosina ou
Hematoxilina Cromica-Floxina, como descrito por Carvalho et al., 2006, ou processadas para

imuno-histoquimica como descrita a seguir.

X/

+* Imuno-histoquimica para insulina e glucagon

A localizagao de insulina e glucagon foi feita utilizando-se o método padrao de
imunoperoxidase indireta. Resumidamente, os cortes de pancreas foram desparafinizados,
hidratados e, apds bloqueio da peroxidase endégena (com solugdo pronta do kit ImmunoCruz -
Santa Cruz Biotechnology, Inc.) e dos sitios inespecificos com 5% leite desnatado em tampao
Tris-salina (TBS; Trisma base 0,01 M, NaCl 0,15 M) contendo 0,1% de Tween 20 (TTBS), foram
incubados com anti-insulina ou anti-glucagon (Dako), diluidos 1:150 e 1:450, respectivamente,
em TBS com 3% de leite desnatado, durante 12 - 16h a temperatura de 4°C. Apds a
imunoreagao utilizando-se o kit adequado ImmunoCruz, as [aminas foram entdo contra-coradas

com Hematoxilina de Ehrlich, desidratadas, diafinizadas e montadas em balsamo sintético.

2.2.3. Imunolocalizagdo das proteinas juncionais

Por meio da técnica de imunofluorescéncia indireta, descrita por Collares-Buzato e
colaboradores (2004), foi avaliada a distribuicdo celular das proteinas associadas a juncdo de
oclusdo (ocludina e Z0-1) e a juncdo aderente (Pan-caderina, N-CAM, a-, B-cateninas).

Os péancreas dos animais foram retirados e congelados em n-hexano com nitrogénio
liquido. Os cortes histoldgicos, obtidos por criostato a —25°C, foram aderidos em laminas
tratadas previamente com solucdo de 3-aminopropiltrietoxisilano (Sigma) para a adesdo dos

cortes as laminas, fixados durante 8 min com paraformaldeido 2 % (em tampao fosfato-salina,
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PBS, pH 7,4) e permeabilizados com solucdo de Triton X-100 (0,1%), no caso da beta-catenina,
durante 5-10 min ou fixamos com acetona P.A. a -20°C por trés minutos para as demais
proteinas.

Posteriormente, os cortes histolégicos foram incubados com TBS, pH 7,4, contendo 5%
de leite desnatado em pdé durante 1h a temperatura ambiente e entdo, incubados com
anticorpo monoclonal especifico diluido em 3% de leite desnatado em TBS para a detecg¢do da
proteina desejada (Tabela 2.1) durante 12-16h a 4°C, quando fixadas com paraformaldeido ou
durante 2h a temperatura ambiente, quando fixadas com acetona.

Foi feita também uma marcacdo para insulina. Para tal, apds a incubacdo dos anticorpos
primarios especificos e seus respectivos secundarios, conjugados com fluoresceina, foi feita uma
incubacdo adicional durante 1h e 30min com anticorpo policlonal anti-insulina (Dako, diluicdo
1:100). Apds este periodo, os cortes foram lavados em TBS e incubados durante 2h a
temperatura ambiente com o anticorpo secundario policlonal especifico conjugado com
rodamina (Sigma, diluicdo 1:125 em TBS com 1% de leite desnatado).

Por fim, os as laminas foram montadas com meio de montagem (Vectashield, Vector) e a
localizacdo da fluorescéncia no espécime detectada por um microscépio de varredura confocal a
laser (Zeiss LSM 510, Alemanha) e/ou por microcépio de fluorescéncia (Nikon Eclipse E-800,

Japao) acoplado a um sistema de captura de imagens.

Tabela 2.1: Procedéncia e diluicdo dos anticorpos primarios monoclonais utilizados para a detec¢do das proteinas
juncionais por meio da técnica de imunofluorescéncia indireta

Antuc?r!ao Fabricante Animal DI.|UI(:.‘a‘O D|Iu|ga’o‘
Primario primario secundario

Ocludina Zymed Camundongo 1:50 1:350
20-1 Zymed Coelho 1:200 1:200
Pan-caderina Sigma Camundongo 1:500 1:700
N-CAM Sigma Camundongo 1:50 1:400
Alfa-catenina Sigma Coelho 1:1000 1:1000
Beta-catenina Zymed Camundongo 1:150 1:800
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2.2.4 Isolamento e cultivo de ilhotas pancreaticas

Ilhotas pancredticas isoladas foram obtidas a partir da digestdo do pancreas com
colagenase tipo V (EC 3.4.24.3; Sigma) e, em seguida, por uma separacdo em gradiente de Ficoll,
como descrito previamente (Scharp et al., 1973; Boschero et al., 1993).

As ilhotas, especialmente as isoladas de pancreas de fetos e recém-nascidos, foram
cultivadas durante 16-18h em meio RPMI suplementado com 5% de soro fetal bovino, 50
U.l./ml de penicilina e 0,005 mg/ml de estreptomicina para minimizar a contaminagdo com o
tecido exdcrino.

Para o desenvolvimento da técnica de Western Blot, grupos de no minimo 600 ilhotas
isoladas foram transferidos para microtubos, homogeneizadas em coquetel anti-protease (10
mM imidazol, 4 mM EDTA, 1 mM EGTA, 200 uM DTT, 0,5 ug/ml pepstatina, 200 KIU/ml
aprotinina, 200 uM fenilmetilsufonilfluoreto e 2,5 ug/ml leupeptina, 30 pg/ml inibidor de
tripsina) e mantidos a -70°C.

Para a secrecdo estatica de insulina, as ilhotas foram colocadas em cultura para

processamento posterior, como descrito mais a seguir.

2.2.5 Western Blot

Aliquotas com 70 ug do homogeneizado de ilhotas foram incubadas a 37°C por 1 h em
20% do volume de 5x tampdo de Laemmli (1x tamp&o: 50 mM Tris-HCl, 2% de SDS, 10% de [-
mercaptoetanol, 10% de glicerol e 0,2% de azul de bromofenol) e, entdo, aplicadas em gel 6,5
ou 8% de SDS-PAGE (Laemmli, 1970). A eletroforese foi realizada com voltagem fixa de 200V e
amperagem variavel em solucdo de corrida (Trisma base 200 mM, glicina 1,52 M, EDTA 7,18 mM
e SDS 0,4%) por aproximadamente 30 min.

Apos eletroforese, as proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose, com
o sistema de transferéncia ligado a fonte com voltagem fixa de 120 V, amperagem variavel em
tampdo de transferéncia (Trisma base 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20% e SDS 0,02%)
durante aproximadamente 1 h.

Apds coloracdo reversivel com solucdo de Ponceau (Sigma), para verificacdo do perfil

protéico e controle da quantidade de amostra aplicada nas linhas do gel, a membrana foi imersa
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em tampao Tris-salina (Trisma base 0,01 M, NaCl 0,15 M, Tween 20 0,05%, pH 7,4) com 5% de
leite desnatado para bloqueio dos sitios inespecificos, durante 12-16h a 4°C. Em seguida, as
membranas foram incubadas durante 1 h a temperatura ambiente com os anticorpos primarios
especificos das proteinas juncionais de interesse em TBS com 3% de leite desnatado (Tabela
2.2). Apds a retirada do anticorpo primario ndo-ligado com lavagens em tampado Tris-salina, as
membranas foram incubadas com anticorpos secundarios especificos conjugados com
peroxidase em TBS com 1% de leite desnatado, durante 1h (diluicdo dos anticorpos na Tabela
2.2).

As bandas imunoreativas foram detectadas por quimioluminescéncia (kit Super Signal-
PIERCE) utilizando filme para auto-radiografia. A densidade das bandas foi analisada pelo

software livre Image J (http://rsbweb.nih.gov/ij/).

Tabela 2.2: Diluicao dos anticorpos primario e secundario utilizados no Western Blot

Anticorpo . ) Diluicao Diluicdo
oy p Fabricante Animal . G . g, .
Primario primario secundario

Ocludina Zymed Coelho 1:1000 1:5000
20-1 Zymed Coelho 1:800 1:2500
E-caderina Sigma Camundongo 1:100 1:2500
N-CAM Sigma Camundongo 1:100 1:2500
Alfa-catenina Sigma Coelho 1:1000 1:1000
Beta-catenina Zymed Camundongo 1:800 1:2500

2.2.6 Secrecdo estatica de insulina

A metodologia utilizada foi a mesma descrita por Carvalho, 2009. As ilhotas dos grupos
experimentais foram isoladas por digestdo com colagenase, como previamente descrito,
mantidas em cultura durante 12-18h e selecionado um nimero de 5 a 15 ilhotas (n=5-7 para os
grupos de adulto e jovem; n=10-15 para os grupos de feto e recém-nascido), que foram
colocadas em microtubos, perfazendo-se 10-30 microtubos por grupo.

Em seguida, as ilhotas foram pré-incubadas em solucdo de Krebs (composicdo: 139 mM
Na*, 5 mM K', 1 mM Ca®*, 1mM Mg**, 123,6 mM CI, 24 mM HCO5" ) contendo 5,6 mM de glicose

em banho-maria a 37°C durante 30 minutos. Apds a pré-incubagao, o tampao foi
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cuidadosamente aspirado e as ilhotas divididas em dois grupos: as que foram incubadas em
Krebs contendo 2.8 mM de glicose e as incubadas com 16.7 mM de glicose.

Apds incubagdo de 1h a 37°C, aliquotas de 500ul do tampdo foram retiradas de cada
microtubo e armazenadas a -20 °C até a dosagem do conteddo de insulina, por
radioimunoensaio. A concentragdo de insulina liberada no meio foi determinada por
radioimunoensaio e expressa em relacdo a média de secrecdo basal de insulina no grupo.

Para o experimento de células isoladas e re-agregadas, utilizamos a metodologia descrita
por Halban e colaboradores (1982) com modificagcdes. Resumidamente, selecionou-se um grupo
de aproximadamente 2000 ilhotas por grupo experimental (recém-nascidos ou adultos) que
foram acondicionadas em tubo Falcon, e lavadas com uma solucdo de PBS e EDTA (PBS 0,05 mM
sem Ca’" ou Mg?* com 0,54 mM de EDTA).

Apos a lavagem, as ilhotas foram imersas em solucdo de Tripsina/EDTA (1 mg/mL e 0,54
mM respectivamente) a 37°C durante 3 min. A seguir foram feitas lavagens, seguidas de
centrifugagdo (150g, 10 min), com meio de cultura para retirada e neutralizagdo da tripsina. A
contagem de células foi feita nesta suspensao com o auxilio de hemocitdémetro e as células das
ilhotas foram separadas em dois grupos: 1) o submetido a centrifugacdo (150g por 10min), que
ficou em cultura por duas horas para a re-agregacao das células acondicionadas em microtubo
e, 2) o que ficou em cultura por 30 minutos em tubo Falcon, apenas para recuperacdo do
tratamento com tripsina (células isoladas ou dispersas). Tanto no caso das células re-agregadas
como a das isoladas, colocou-se o equivalente em volume a 10 células de ilhotas de adulto (5
ilhotas), e 2x10* células de recém-nascidos (10 ilhotas) por microtubo.

Apds o periodo de cultura respectivo de cada grupo, as células passaram pelo mesmo
procedimento que as ilhotas integras: uma pré-incubacdo por 30 min com Krebs contendo 5.6
mM de glicose e incubac¢do por 1 h com Krebs 2.8 mM ou 16.7 mM de glicose, sempre com
centrifugacdo entre uma etapa e outra, para assegurar que o pellet de células estaria no fundo
do tubo, no caso das células reagregadas e fazendo a dispersdo com pipeta Pasteur apds cada
centrifugacdo no caso das células dispersas.

Assim como nos microtubos de ilhotas integras, aliquotas de 500 pl foram retiradas de

cada tubo e estocadas a -20°C para posterior dosagem por radioimunoensaio.
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2.2.7 Radioimunoensaio

A secrecdo estatica de insulina foi feia utilizando a metodologia descrita por Scott e
colaboradores (1981), com modificagdes. Foram utilizadas duplicatas de aliquotas das amostras
contendo insulina, sem diluicdo prévia, para todas as amostras, em tampao fosfato (200 mM de
Na,HPO4 e 206 mM NaH,P04.H,0).

Para a curva padrao, foram utilizadas amostras em triplicatas de um padrao de insulina
de rato nas concentragdes de 0,02 ng/ml, 0,039 ng/ml, 0,078 ng/ml, 0,16 ng/ml, 0,31 ng/ml,
0,63 ng/ml, 1,25 ng/ml, 2,5ng/ml e 5 ng/ml. Insulina de rato marcada com 1> (100 pg/ml) e 20
pl de anticorpo monoclonal anti-insulina (diluicdo 1:3600, humana) foram adicionados as
amostras diluidas e aos tubos da curva padrdo. Para o ensaio, foram efetuados os seguintes
tubos de referéncia em triplicata: Total (T), contendo 200 pul de solugdo de insulina marcada
(5000 cpm/200 ul solugdo); Non-specific binding (NSB), contendo 100 pl de tampdo fosfato e
200 pl da solugdo de insulina marcada; Referéncia (REF), contendo 100 ul de tampdo fosfato,
200 pl da solugdo de insulina marcada e anticorpo anti-insulina. Feitas todas as pipetagens, os
tubos foram agitados em vortex e mantidos durante 48 horas a 4°C. Apds esse periodo de
incubacdo, os tubos das amostras, da curva e de referéncia (com excecdo do tubo Total)
receberam 200 pL de uma solucdo contendo 2,5% de carvdo (Norit A), 5% de albumina e 0,23%
de dextran T 70, diluidos em tampdo fostato. Os tubos foram mantidos por 30 min a 4°C e
centrifugados por 20 minutos a 1000 g. O sobrenadante foi descartado por aspiracdo e a
radioatividade dos tubos medida por um contador gama (Beckman Gama 5500). Por intermédio
dos valores obtidos na curva padrdo, nos tubos contendo concentracdo fixa de insulina, foi
possivel calcular-se os valores de insulina contida nas amostras utilizando o programa Origin 6.0

(OriginLab).

2.2.8 Analise estatistica

A significancia estatistica entre dois grupos experimentais foi determinada usando-se o
teste t-Student. Para multiplas comparacdes, foi utilizado ANOVA (analise de variancia) seguido
do teste de Bonferroni para comparar determinados pares de grupos. O nivel de significancia

adotado foi de P<0,05.
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2.3 Resultados e Discussao

2.3.1 Secregdo estdtica de insulina das ilhotas pancredaticas de ratos durante o

desenvolvimento.

A figura 2 mostra as diferencas na secrecdo estatica basal e estimulada de insulina em
ilhotas de ratos com diferentes idades. As ilhotas pancredticas de todos os grupos
experimentais (fetos, recém-nascidos, jovens e adultos) apresentaram diferentes respostas
secretdrias de insulina quando estimuladas pela glicose. O grupo de ilhotas de fetos, na
presenca de 16.7 mM de glicose, exibiu uma resposta secretdria 3 vezes superior quando
comparada a secrec¢do basal, com 2.8 mM de glicose; recém-nascidos tiveram uma resposta 24
vezes maior; jovens e adultos 115 vezes e 82 vezes maiores, respectivamente. Portanto,
comparativamente as ilhotas de ratos jovens e adultos, as de fetos e recém-nascidos mostraram
uma secregdo estimulada de insulina significativamente menor.

Esses resultados estdo de acordo com os dados de literatura que demonstraram que as
células beta no periodo perinatal sdo pouco responsivas a glicose, quando comparadas as de
ratos adultos (Boschero et al., 1993, Mendoncga et al., 1998). Nossas observaces confirmam a
adequacdo do nosso modelo experimental para o estudo dos mecanismos de maturagao a

célula beta durante o desenvolvimento do animal.

2.3.2 Morfologia e citoarquitetura das ilhotas pancredticas de ratos durante o

desenvolvimento.

A figura 3 apresenta o aspecto morfoldgico das ilhotas durante o desenvolvimento do
animal. As ilhotas pancreaticas de ratos adultos apresentam-se como estruturas ovaladas ou
arredondadas, delimitadas por uma fina cdpsula de fibras reticulares, pouco visivel a
microscopia de luz convencional. As células enddcrinas pancredticas estdo dispostas em corddes
anastomosantes entremeados por uma rica rede de capilares sanguineos. Nos primeiros
estagios do desenvolvimento (periodo fetal e neonatal), as ilhotas apresentam um formato
menos regular e estdo envolvidas por grande quantidade de tecido de natureza mesenquimal. O

aspecto morfoldgico das ilhotas de ratos jovens pode ser considerado intermediario, devido a
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presenca simultdnea de caracteristicas pertencentes as ilhotas de ratos recém-nascidos e
adultos.

Ainda, a figura 3 mostra que nos primeiros estagios do desenvolvimento (periodos fetal
e neonatal) as ilhotas encontram-se freqlientemente associadas a ductos, estruturas
possivelmente implicadas na histogénese de células do pancreas enddcrino e exdcrino durante a
embriogénese (Pictet e Rutter, 1972) ou mesmo no estagio adulto mediante certas condicdes
experimentais, como apds pancreatomia parcial (Bonne-Weir et al., 1993; Brockenbrough et al.,
1988; Peters et al., 2000; Sumi e Tamura, 2000), ligacdo de ductos (Wang et al., 1995) ou
tratamento com streptozotocina (Xu et al., 1999; Thyssen et al., 2006).

A organizagao celular dentro das ilhotas pancredticas tem sido apontada como um
importante fator na manutencao da funcdo enddcrina deste érgao (Cirulli et al., 1993; Cirulli et
al. 1994; Moller et al. 1992). Nos mamiferos, em geral, as ilhotas sdo formadas por um cerne de
células beta, secretoras de insulina, circundadas por células ndo-beta, que incluem as secretoras
de glucagon, somatostatina e polipeptideo pancredtico (Beatens et al., 1979; Cirulli et al., 1994;
Bennett et al., 1996; Esni et al. 1999; Kulkarni et al., 1999; Xu et al., 1999; Gannon et al., 2000;
Brissova et al., 2002). A figura 4 mostra as ilhotas coradas por Hematoxilina Crémica-Floxina ou
submetidas a reacdo de imunoperoxidase para insulina ou glucagon. A coloracdo de
Hematoxilina Cromica-Floxina diferencia as células beta, em azul, das ndo-beta em rosa. Os
resultados obtidos tanto com a coloracdo de Hematoxilina Cromica-Floxina como com a imuno-
histoquimica demonstram que a citoarquitetura tipica, caracterizada pelo arranjo de células
beta ocupando o cerne da ilhota e as células ndo-beta, a periferia, é verificada em ilhotas de
ratos ja no periodo perinatal e se mantém até a fase adulta. Entretanto, na fase fetal, embora ja
se observe um esboco dessa citoarquitetura, ela parece nao ser tdo evidente como nos outros
grupos, pois verificou-se, em algumas ilhotas, a presenca de célula alfa em regides mais centrais
na ilhota.

Ainda, constatou-se uma baixa correlacdo entre o nimero de células beta identificadas
pela coloragdao de Hematoxilina Cromica-Floxina e as especificamente marcadas apds imuno-
histoquimica para insulina nas ilhotas de fetos, pois um menor nimero de células beta foi

identificada pela técnica histoquimica utilizando Hematoxilina Cromica-Floxina. Uma possivel



35

explicagdo para este fendbmeno é que nas células beta de ilhotas de fetos, os granulos de
insulina ainda estdo provavelmente imaturos e a ligacdo com o corante (hematoxilina cromica)
ndo ocorreu de forma eficiente, tornando dificil a observacdo das células beta na ilhota.
Portanto, para que esta populacdo celular em ilhotas de fetos seja corretamente observada, faz-
se necessario o emprego da técnica de imunoperoxidase, ja que esta técnica é especifica para a
determinacdo da presenca de insulina.

Sabe-se que o pancreas enddcrino de ratos passa por uma grande reestruturacao
durante a vida fetal, principalmente préximo ao nascimento, que envolve a perda de células
beta por apoptose e sua substituicdo por novas células beta que demonstram fendtipo secretor
de insulina mais responsivo a glicose (Scaglia et al., 1997; Petrik et al., 1998). Entretanto, nossos
resultados evidenciam que apds o nascimento ha modificacGes adicionais no que se refere a
formacgdo e maturagao dos granulos de insulina, que resultaram na diferenga observada entre as
ilhotas neonatais e fetais, quando coradas por hematoxilina-cromica e floxina.

Os dados morfolégicos mostram, portanto, diferengcas no grau de organizagao
morfoldgica do pancreas enddcrino, que podem estar relacionadas com o processo de
maturagdo das ilhotas e conseqliente maturagdo do processo secretor de insulina observado
durante o desenvolvimento do animal. Como é sabido que a organizacdo tecidual depende das
interacGes célula-célula e célula-matriz, fomos investigar a importancia dos contatos

intercelulares na resposta secretdria de insulina nas fases neonatal e adulta.

2.3.3 Papel do contato intercelular na maturagao in vivo da célula beta

Avaliamos a resposta secretoéria de insulina em ilhotas integras, em células dispersas e
reagregadas de ratos adultos (figura 5), de recém-nascidos (figura 6) e de recém-nascidos
mantidas por dez dias em cultura (figura 7).

Em concordancia com os dados anteriores (secdo 2.3.1), as ilhotas de ratos adultos
mostraram-se responsivas a glicose, apresentando um aumento de 82x na secrecdo de insulina
quando estimuladas com uma concentragdo supraliminar de glicose (16.7 mM) em relagdo a

secrecao basal. Entretanto, na auséncia de contato intercelular, quando as células das ilhotas de
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adultos foram dispersas, essa resposta secretora de insulina foi completamente inibida, porém
parcialmente restabelecida quando as células foram reagregadas (Figura 5).

O impacto da auséncia de contatos intercelulares sobre a resposta secretora de insulina
a glicose foi consideravelmente menor no caso das ilhotas ratos recém-nascidos. Como
observado anteriormente (se¢do 2.3.1), as ilhotas de recém-nascidos sdo relativamente pouco
responsivas a glicose, mostrando um aumento de apenas 3x na secrecdo de insulina quando
estimulada com uma concentragdo supraliminar de glicose (16.7 mM) em relacdo a secrecao
basal. Ao realizar a dispersdao das células das ilhotas, observamos que a diferenca entre
secrecdo estimulada e basal diminui um pouco e restabelece a niveis semelhantes as ilhotas
intactas apos a reagregacdo das células (Figura 6).

Dados prévios do nosso grupo mostraram que as ilhotas de recém-nascidos, quando
cultivadas durante um periodo relativamente longo, sofrem maturacao parcial do processo de
secrecdo de insulina (Leite et al., 2005; Collares-Buzato et al. 2004) e este fenbmeno foi
confirmado neste trabalho (Figura 7). Ao manter as ilhotas de ratos recém-nascidos em cultura
por 10 dias, a secrecdo de insulina sob concentracdo estimulatodria de glicose (16.7 mM) foi 18x
maior que a de ratos recém-nascidos que ndo ficaram em cultura (0,061ng/ml N 2.8 mM x
0,102ng/ml N 16.7 mM e 0,17ng/ml N10d 2.8mM x 1,22ng/ml N10d 16.7mM p<0,001).
Surpreendentemente, quando fizemos a dispersao das células destas ilhotas de animais recém-
nascidos que ficaram em cultura por 10 dias, observamos uma inibicao significativa da secrecao
estimulada de insulina, a semelhanca da observada em ilhotas de adultos e, ao restabelecer os
contatos intercelulares, houve uma recuperacao parcial da secrecao de insulina estimulada pela
glicose (Figura 7).

Uma redugao na resposta secretora de insulina em células da ilhota quando dispersas e o
restabelecimento desta resposta apos reagregacao celular ja havia sido descrito anteriormente
(Bosco et al., 1989; Hopcroft et al., 1985; Pipeleers et al., 1985), sugerindo que a interacdo
célula-célula é crucial para uma adequada resposta secretdria de insulina. Entretanto, nenhum
trabalho havia avaliado a importancia do contato intercelular na secre¢do de insulina neste

modelo.
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Os resultados obtidos confirmam, portanto, a importancia do contato celular para uma
adequada secrecdo de insulina em resposta a glicose, particularmente nas ilhotas pancreaticas
de ratos adultos, cujas celulas beta sao reconhecidamente responsivas a este secretagogo. Estes
resultados reforcam a idéia defendida nesta dissertacdo que o contato intercelular mediado
pelas juncdes intercelulares deve desempenhar algum papel no processo de maturacdo da
maquinaria secretoria da célula beta observada durante o desenvolvimento do animal.

Numa etapa seguinte deste trabalho, fomos investigar a expressao e distribuicdo celular
de proteinas associadas as juncgdes intercelulares nas ilhotas pancreaticas no nosso modelo in

vivo de maturacado funcional da célula beta.

2.3.4 Distribuicao e contetido celular de proteinas associadas a jun¢ao de oclusao nas

ilhotas pancreaticas de ratos durante o desenvolvimento.

As figuras 8 e 9 mostram a distribuicdo celular e expressdo de proteinas associadas a
jungao de oclusao no pancreas enddcrino ao longo do desenvolvimento do animal.

Na figura 8, temos a imunoreacdo para ocludina, que parece ndo ser expressa em células
enddcrinas do pancreas enddcrino de ratos adultos, jovens e fetos, como vemos nos painéis (a),
(c) e (g), por imunofluorescéncia. Entretanto, observou-se uma ténue marcagdo em células
localizadas no interior das ilhotas de ratos recém-nascidos, painel (e). A analise por Western Blot
confirmou esses resultados, conforme mostrado na no painel (j): obteve-se apenas uma banda
imunoreativa no homogeneizado de ilhotas de recém-nascidos enquanto que nenhuma
expressao desta proteina foi observada nas ilhotas isoladas de pancreas de ratos de outras
idades.

Rahner e colaboradores (2001) mostraram que ha a expressdao de ocludina em vasos e
ductos no pancreas de ratos Sprague-Dawley adultos, porém ndo observaram a presenca desta
proteina nas ilhotas pancredticas destes animais. Nossos resultados corroboram este estudo, ja
gue os ratos adultos ndo apresentaram expressao desta proteina no pancreas enddcrino in situ.
Entretanto, no momento, ndo temos uma explicagdo para a imunodetecgdo de ocludina nas

células enddcrinas pancreaticas de recém-nascidos, nem tao pouco para o possivel significado
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funcional deste achado. Estudos futuros serdo necessarios para nos certificarmos destas
guestoes.

Quando analisamos outra proteina associada a jun¢do de oclusdao, a ZO-1 verificou-se
gue, em ilhotas de adultos e jovens, ha uma nitida marca¢do pontilhada na regido de contato
intercelular das células enddcrinas (Figura 9 a-h). Em ilhotas de recém-nascidos e fetos, esta
marcacao para Z0-1 na area de contato celular foi significantivamente menor. Entretanto, em
ambos os grupos, observou-se uma forte marcacdo em linhas dentro ou préoximo a ilhota, que
correspondem, respectivamente, a capilares ou ductos que sdo frequentemente vistos
associados as ilhotas nesta fase perinatal, como ja visto na analise morfoldgica.

As diferengas de expressaio da ZO-1 nas ilhotas pancreaticas ao longo do
desenvolvimento, observadas por imuno-histoquimica, foram confirmadas por Western Blot.
Como mostrado na figura 9 (j), ha uma quantidade celular significativamente maior desta
proteina em ilhotas pancredticas de jovens e adultos em comparacdo as de recém-nascidos e
fetos. Entretanto, vale a pena ressaltar que a diferenga de expressao na ZO-1 nas ilhotas dos
diferentes grupos experimentais foi mais evidente por Western Blot em relacdo a detectada por
imuno-histoquimica.

Z0-1 é uma proteina ubiqua da juncdo de oclusdo e é particularmente desenvolvida nos
epitélios de revestimento (Gumbiner, 1987; Tsukita et al., 1997; Schnittler, 1998). Entretanto,
na auséncia deste tipo de juncado, tal proteina pode estar associada com jungdes do tipo
aderente, em células de origem ndo epitelial tais como astrécitos, fibroblastos e no musculo
cardiaco (Howarth et al. 1992, Itoh et al. 1993, 1997). A jun¢do de oclusdo e suas proteinas
associadas desempenham uma fungdo importante nos epitélios de revestimento, formando
uma barreira de difusdo que limita a passagem de ions e moléculas pela via paracelular,
mantendo assim um gradiente eletro-quimico transepitelial (Diamond, 1977; Fasano, 2000;
Anderson et al., 2001). Estudos in vitro tém revelado que a modulagdo da fungdo de barreira
epitelial estad associada a redistribuicdo celular e alteracdo da expressdo de proteinas associadas
a juncao de oclusdo, incluindo a ZO-1, em células epiteliais (Collares-Buzato et al., 1994, 1998;

Peixoto e Collares-Buzato 2005).
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Mais recentemente, foi demonstrado que a inativacao dos genes que codificam ZO-1 e
Z0-2, em camundongos, resulta em morte embriondria e/ou comprometimento da
organogénese, demonstrando que essas proteinas e a juncdo de oclusdo s3o também
importantes na organiza¢do tecidual e no desenvolvimento embrionario (Xu et al., 2008;
Katsuno et al., 2008).

Tem sido reportado que a regulacdo in vivo dessas juncdes estd associada com varios
processos biolégicos como no processo de absorcdo intestinal de nutrientes (Madara, 1990,
1998), na espermiogénese (Pelletier e Byers, 1992; Cheng e Mruk, 2002), no transito de
moléculas através dos capilares cerebrais (Rubbin e Staddon, 1999) e na transmigracdo de
patdgenos e/ou células através de epitélios e endotélios durante infecgdo bacteriana intestinal
(Jepson et al., 1995). O comprometimento da barreira epitelial mediada pelas juncdes de
oclusdo, por sua vez, estd relacionado com varias disfuncdes tais como infeccao bacteriana
(Jepson et al., 2000), inflamacdo (Evans et al., 1983), no grau de invasividade e metastase de
canceres (Martin e lJiang, 2009), transtornos do SNC devido a quebra da barreira
hematoencefalica (Forster, 2008; Roberts et al., 2010) e disturbios renais resultantes de
envenenamento (de Paula Le Sueur et al., 2005; Nascimento et al. 2007). Embora o papel das
juncGes de oclusdo no caso dos epitélios de revestimento esteja relativamente bem
estabelecido, a funcdo destas estruturas de membrana em outras células e tecidos, inclusive no
epitélio glandular, ainda permanece pouco conhecida.

Nosso grupo relatou, pela primeira vez, a presenga de proteinas associadas as jungdes de
oclusdo (incluindo a ZO-1) e aderente em células enddcrinas de ilhotas pancreaticas de rato
recém-nascido e, ainda, demonstrou que a expressao dessas proteinas aumentava em paralelo
ao grau de maturacdo funcional da célula beta in vitro (Collares-Buzato et al. 2004). A presenca
e possivel papel das juncbes de oclusdo interconectando as células constituintes do pancreas
enddcrino ainda é tema de debate (In’t Veld et al., 1984; Yamamoto & Kataoka, 1984, Semino et
al., 1987). Entretanto, a observacdo feita neste trabalho e por outro grupo de pesquisa (Prof.
Paolo Meda, Universidade de Genebra, Suica, comunicagcdo pessoal) que a ZO-1 e claudinas,
proteinas da juncdo de oclusdo, sdo expressas em ilhotas pancreaticas de roedores, in situ,

corrobora a idéia que essa especializacdo de membrana possa ter alguma funcdo na biologia do
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pancreas enddcrino e, em particular, da célula beta (Collares-Buzato et al. 2004, Semino et al.
1987).

Uma hipotese para explicar o possivel envolvimento da ZO-1 no processo de maturagao
in vivo da célula beta é através de sua reconhecida interacdo estrutural/funcional com a jungao
comunicante, pois dados recentes da literatura mostram que esta proteina juncional co-
imunoprecipita com a Cx36, proteina associada a juncdo comunicante, em varios tipos celulares,
incluindo as células enddcrinas das ilhotas pancreaticas, o que sugere um papel para a ZO-1 na
organizacao dos canais intercelulares na membrana plasmatica e no processo de turnover das
conexinas (Girao e Pereira, 2007; Li et al., 2004 a,b). Estudos com células de Sertoli e
cardiomidcitos sugerem a participacdo da ZO-1 na via de endocitose e degradacao dos conéxons
da placa juncional (Segretain et al. 2004; Barker et al. 2002). Em concordancia com essa
hipdtese, demonstramos, recentemente, que células beta de ilhotas de feto e recém-nascido
expressam relativamente baixa quantidade de Cx36, apresentam uma densidade menor de
jungbGes comunicantes na membrana e um menor acoplamento intercelular em comparagao

com as de jovem e adulto (Carvalho, 2009).

2.3.4 Distribuicao e contetido celular de proteinas associadas a junc¢do aderente nas ilhotas
pancreaticas de ratos durante o desenvolvimento

A figura 10 mostra a imunolocalizagdo para a proteina adesiva pertencentes a familia das
imunoglobulinas, ndo dependente de calcio, a N-CAM. Verificamos que ha uma distribuicdo
diferencial da molécula de N-CAM nas células das ilhotas pancreaticas: uma expressao
aumentada nas células localizadas na periferia da ilhota em comparacdo a regido central
formada por células beta, tanto em ratos adultos como em jovens.

Essa expressdo diferencial de N-CAM ndo foi tdo evidente nas células enddcrinas das
ilhotas pancreaticas de ratos recém-nascidos, as quais expressaram uma quantidade
relativamente baixa dessa molécula de adesdo. A imunomarcacdo para esta molécula de adesao
foi praticamente insignificante no caso das ilhotas de feto. Este resultado demonstra que essa
marcacao aumentada na regido de células ndo-beta pode ser responsdvel pela citoarquitetura

caracteristica verificada nas ilhotas de jovens e adultos.
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O resultado da analise por Western Blot do conteudo celular da N-CAM (Figura 10,
painéis i-j), esta de acordo com os dados obtidos por imuno-histoquimica. A expressao dessa
molécula de adesdo foi significativamente diferente nas ilhotas de ratos nas diferentes idades:
observou-se uma producdo aumentada em ilhotas de ratos jovens e adultos quando comparada
aquela verificada nas ilhotas de fetos e recém-nascidos. Quando analisamos a membrana obtida
por Blotting (painel j), notamos a presenca de mais de uma banda constituinte dessa proteina,
gue provavelmente correspondem as isoformas reconhecidas desta proteina, com peso
molecular de 180, 140 e 120 kDa, geradas por splicing alternativo do pré-RNAm desta proteina
(Cunninghan et al., 1987), além de possiveis breakdown e metabdlitos desta proteina, que sdo
detectados pelo anticorpo utilizado (como descrito pelo fabricante).

Dados semelhantes foram reportados por Cirulli e colaboradores (1994), que sugeriram
que a N-CAM deva ser importante na morfogénese das ilhotas, regulando a segregacao celular
na mesma. Entretanto, ndo havia relatos anteriores descrevendo a expressdo e distribuicdo
celular dessa proteina em ilhotas durante o periodo perinatal. Rouiller e colaboradores (1990)
fizeram o isolamento das células beta e ndo beta de ilhotas pancreaticas por citometria de fluxo
e mostraram que as células ndo-beta se reagregam independente da presenca de ca®
extracelular, e relataram que a expressao de N-CAM nas células ndo-beta é maior que a vista
nas células beta, em concordancia com os nossos dados de imuno-histoquimica.

Foi observado por Esni e colaboradores (1999) que, em camundongos knockout para N-
CAM, a citoarquitetura normal da ilhota foi afetada consideravelmente, resultando numa
distribuicdo aleatdria das células endécrinas na ilhota, como, por exemplo, células alfa
ocupando a regido central da ilhota. Assim, sabendo que a N-CAM é importante para a
segregagao celular e manutengdo da arquitetura tecidual em pancreas de animais adultos, a
menor producdo desta proteina nas ilhotas no periodo perinatal pode explicar, em parte, a
morfologia relativamente menos organizada e a citoarquitetura menos evidente observada nas
ilhotas de animais na fase perinatal, especialmente dos fetos, como descrita nesta dissertacao.

Além da N-CAM, investigamos também a expressao e distribuicao celular de caderinas e
cateninas em ilhotas de ratos nos varios estagios de desenvolvimento estudados. Para

estudarmos as caderinas, utilizamos um anticorpo anti-pan-caderina, que reconhece um
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epitopo comum as caderinas cldssicas (N-, P-, E- e R-caderina) na imuno-histoquimica e anti-E-
caderina no Western Blot.

A analise, por imuno-histoquimica, do padrdo de distribuicdo da pan-caderina mostrou
gue ela é presente no pancreas enddcrino em todas as idades estudadas (Figura 11), com uma
nitida marcagao intercelular, na qual pode-se definir, com precisao, os limites celulares das
células no interior da ilhota, bem como uma marcag¢do nas células do pancreas exdcrino.

Em ilhotas de ratos jovens e adultos, hd uma marcacdo das células ndo-beta ligeiramente
mais intensa que a das células beta, o que ndo foi observada em ilhotas de ratos recém-nascidos
e fetos. Em contraste, as ilhotas de fetos e recém-nascidos apresentaram uma marcagao
intercelular das células beta relativamente alta, maior que a verificada nos demais grupos
experimentais. As células n3do-beta nas ilhotas de fetos apresentaram baixa ou nenhuma
imunoreacdo para pan-caderina.

A anadlise da expressdao de E-caderina por Western Blot (Figura 11, painéis i-k), mostrou
nenhuma diferenga significativa na expressao desta proteina nas diversas fases de
desenvolvimento estudadas, o que, de certa forma, contrasta com os resultados obtidos por
imuno-histoquimica. Acreditamos que esta discrepancia se deve aos anticorpos utilizados, ja
gue na imuno-histoquimica foi utilizado um anticorpo que reconhece varios subtipos de
caderinas classicas e no Western Blot apenas avaliada a expressdo de um destes subtipos (a E-
caderina). Isso pode ser indicativo de uma expressdo diferencial de outro(s) subtipo(s) de
caderina durante o desenvolvimento.

As células beta pancredticas expressam a molécula de adesdo calcio-dependente E-
caderina, que parece ter um papel importante na regulacdo da agregacdao das células beta
constituintes das ilhotas pancreaticas e conseqiente manutengao da citoarquitetura destas
ilhotas (Dahl et al., 1996; Rouiller et al., 1991; Yamagata et al., 2002). Hauge-Evans e
colaboradores (1999) mostraram que a formacdo de pseudo-ilhotas a partir de uma suspensao
de células beta da linhagem MIN6 é dependente desta proteina e a exposi¢do in vitro ao
anticorpo anti-E-caderina bloqueou a formacao destas estruturas.

Cirulli e colaboradores (1994) demonstraram, por imuno-histoquimica, a expressdo de E-

caderina em ilhotas e pseudo-ilhotas de ratos, porém ndo relataram expressao diferencial dessa
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molécula de adesdao nos diferentes tipos celulares da ilhotas. Os nossos dados de imuno-
histoquimica para pan-caderina sugerem que ha outra(s) proteina(s) da super-familia das
caderinas sendo expressa(s) no pancreas enddécrino de ratos, indicando que ha necessidade de
estudos adicionais para se determinar quais subtipos de caderina sdo expressos pelos diferentes
tipos celulares do pancreas enddcrino, ao longo do desenvolvimento animal.

Em funcdo dos resultados obtidos, acreditamos que as caderinas fornecam uma forca de
coesao para a manutengao da adesdo celular no inicio da histogénese do pancreas enddcrino e
gue a expressao diferencial de algum subtipo de caderina nas células beta e nas ndo-beta
contribua para a aquisicdo e manutencdo da citoarquitetura da ilhota no periodo pds-natal
(Collares-Buzato et al, 1998, Cirulli et al, 1994).

A figura 12 mostra a reacao de imunofluorescéncia indireta para a proteina juncional a-
catenina. Em ilhotas de jovens e adultos, ha uma marcagao em linhas continuas na regidao de
contato celular; as de fetos e recém-nascidos, hd uma marcacdo descontinua da regido de
contato celular, bem como uma ténue marcagao citoplasmatica.

Embora tenhamos observado diferencas quanto a distribuicdo celular, os resultados de
Western Blot para a proteina juncional a-catenina mostram que ndo ha uma diferenca
significativa em termos de conteudo celular total desta proteina nas ilhotas dos diferentes
grupos analisados (Figura 12, painéis i-k).

Quando avaliamos a localizacdo celular da B-catenina, que se associa as caderinas e as
outras cateninas (alfa e gama) na juncdo aderente, verificamos que ndo ha uma diferenca
significativa no padrdo de marcacdo entre os grupos estudados (Figura 13) e comprovado por
Western Blot. Entretanto, deve-se ressaltar que se observou uma marcacdo intercelular mais
forte nas células das ilhotas de ratos adultos e jovens em comparagdao com a verificada nas
ilhotas de recém-nascidos e fetos.

Luther e colaboradores (2005) mostraram que ha um aumento destas duas proteinas em
células MIN6 organizadas em pseudo-ilhotas quando comparadas as células ndo agregadas,
assim como foi observado um aumento da expressao da E-caderina, demonstrando uma relagao

direta destas proteinas para a manutengao da arquitetura tecidual.
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Nosso grupo demonstrou um aumento da expressdo de cateninas em ilhotas
pancreaticas de ratos recém-nascidos mantidos em cultura ou tratadas com prolactina, assim
como um aumento na expressdao de conexinas, proteinas das jun¢des comunicantes (Collares-
Buzato et al., 2001; 2004). Sabe-se que a perturbacdo da interacdo entre cateninas e caderinas
ou a diminuicdo da expressao de algum componente deste complexo leva, invariavelmente, a
reducdo da adesdo e comunicacdo celular (Shimoyama et al.,, 2002), o que pode refletir
diretamente na fungdo da célula beta pancreatica.

Os resultados obtidos nessa dissertacdo sugerem, portanto, que as diferencas na
distribuicdo e conteudo celular de proteinas associadas as juncdes aderente e de oclusdo no
pancreas enddcrino de ratos em diversas fases do desenvolvimento pode estar relacionada com
a aquisicdo e manutencdo da estrutura e o grau de diferenciacdo celular das ilhotas

pancreaticas, em particular das células beta.



45

2.4 Figuras do capitulo
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Figura 2. Secregdo estatica de insulina em ilhotas de ratos durante o desenvolvimento
Comparativamente as ilhotas de ratos jovens e adultos, as de fetos e recém-nascidos mostraram uma secre¢do
estimulada de insulina em relagdo a basal significativamente menor. Os resultados estdo expressos como a
quantidade de insulina secretada (ng/ilhota.h) dividida pelo valor médio da concentracdo de insulina basal (2.8
mM de glicose) no grupo. **P<0,001 (ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni). (n= 10; n=24; n=10; n=24 em fetos,
neonatos, jovens e adultos, respectivamente).
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Figura 3. Aspecto morfolégico de ilhotas pancreaticas de ratos em diferentes estagios do
desenvolvimento.

Ilhotas de fetos (a) e recém-nascidos (b) apresentam morfologia menos organizada, quando comparadas aS ilhotas
de animais com 21 dias (c) e adultos (d). Nos estagios iniciais do desenvolvimento (periodos fetal e neonatal), as
ilhotas encontram-se freqiientemente associadas a ductos (setas), estruturas implicadas com a histogénese de
células do pancreas enddcrino e exdcrino durante a embriogénese. Barra: 25 pm.
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Figura 4. Padrdo de citoarquitetura do pancreas enddcrino durante o desenvolvimento.

A coluna | apresenta ilhotas de ratos coradas com Hematoxilina Cromica-Floxina enquanto as colunas Il e Il
mostram, respectivamente, ilhotas submetidas a reagdo imuno-histoquimica para detecgdo de insulina e glucagon.
Figuras de a-c, correspondem a ilhotas de fetos; de d-f de recém-nascidos; de g-i, ilhotas de jovens e, de j-I de
adultos. Os resultados obtidos tanto com a coloragdo de Hematoxilina Crémica-Floxina como com a imuno-
histoquimica demonstram que a citoarquitetura tipica da ilhota, com células beta ocupando o cerne da ilhota e
ndo-beta a periferia, é verificada em todas as fases do desenvolvimento, mas esta é menos evidente na fase fetal.
Barra: 50 pum.
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Figura 5. Secrecao estatica de insulina em ilhotas intactas, células dispersas e células reagregadas de
ratos adultos

Observa-se uma diferenca significativa na secrecdo de insulina entre as ilhotas/células estimuladas com 2.8 mM e
16.7 mM de glicose, no caso das ilhotas intactas. Ao realizar a dispersdo das células, observa-se que a resposta
secretora de insulina diminui significativamente e, ao reagregar as células, a secrecdo estimulada de insulina volta a
aumentar, porém sem retomar os niveis de secregdo das ilhotas intactas. **P<0,001 (ANOVA seguida pelo teste de
Bonferroni, com n=22 no caso de ilhotas e n=10, no caso de células dispersas e reagregadas).
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Figura 6. Secregdo estdtica de insulina em ilhotas e em células dispersas e células reagregadas de ratos
recém-nascidos.

N3do observamos diferenca significativa entre a secre¢do de insulina basal e estimulada nos diferentes grupos
experimentais. Contudo, nota-se uma diminui¢cdo da secregdo de insulina em células dispersas e uma recuperagdo
desta secre¢do quando as células foram reagregadas. (n=22 no caso de ilhotas integras e n=10 no caso de células
dispersas e reagregadas).
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Figura 7. Secre¢do estatica de insulina em ilhotas e em células dispersas de ratos recém-nascidos
mantidos em cultura por 10 dias

Observa-se que as ilhotas de recém-nascido apds cultivo tornam-se bastante responsivas a glicose e dependentes
de contato intercelular. Quando os contatos celulares sdo restabelecidos, as células voltam a responder a glicose,
porém sem retomar os niveis observados nas ilhotas integras. **P<0,001 e *P<0,01 (ANOVA seguida pelo teste de
Bonferroni, com n=17, no caso de ilhotas integras; n=8 no caso de células dispersas e n=5 no caso de células
reagregadas).



51

. kDa 4

204 -
131 -

89 -

42 -

65 = e

0.35+
0.304
0.254
0.204
0.154

0.104
0.054
0.00

Densidade Optica
(Unidades Arbitrarias)

-
[
3>

RN

Figura 8. Expressao e localizagao de ocludina em ilhotas de ratos durante o desenvolvimento.

As figuras a-b correspondem a cortes de pancreas de fetos, c-d de recém-nascidos, e-f de jovens g-h de adultos. A
coluna | mostra a reacdo de imunofluorescéncia para a detec¢do de ocludina, enquanto a coluna ll, a co-localizacdao
de ocludina e insulina numa ilhota em n= 5 experimentos, com n=1 adulto, n=1 jovem, n=5 recém-nascidos e n=5
fetos por experimento. Barra: 40 um. Apods a corrida e transferéncia eletroforética a membrana de nitrocelulose foi
corada com Ponceau para averiguar se as densidades das bandas estavam semelhantes (i). O grau de expressao da
proteina ocludina (65 kDa) foi avaliado por Western Blot em ilhotas de ratos adultos, jovens, recém-nascidos e
fetos (j). As médias + SEM da densidade dptica das bandas dos grupos experimentais estdo mostradas em (k). Notar
que ndo hd expressdo detectavel desta proteina em ilhotas de ratos adultos, jovens e fetos, conforme ja
demonstrado por imuno-histoquimica, mas foi detectada uma banda reativa para o anticorpo anti-ocludina em
homogeneizado de ilhotas de recém-nascidos.
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Figura 9. Expressao e localizagao de ZO-1 em ilhotas de ratos durante o desenvolvimento

As figuras a-h representam o resultado de imunofluorescéncia para ZO-1, enquanto i-k trazem o resultado de
Western Blot desta proteina. As figuras a-b correspondem a cortes de pancreas de fetos, c-d de recém-nascidos, e-f
de jovens g-h de adultos. A coluna | mostra a rea¢do de imunofluorescéncia para a detec¢do de ZO-1, enquanto a
coluna ll, a co-localizagdo de ZO-1 e insulina numa ilhota, em n= 6 experimentos, com n=1 adulto, n=1 jovem, n=5
recém-nascidos e n=5 fetos por experimento. Barra: 40 um.

Apds a corrida e transferéncia eletroforética, as membranas de nitrocelulose foram coradas com Ponceau para
averiguar se as densidades das bandas estavam semelhantes (i). O grau de expressdo da ZO-1 (220 kDa) foi
avaliado por Western Blot em ilhotas de ratos adultos, jovens, recém-nascidos e fetos (j). As médias + SEM da
densidade éptica das bandas dos grupos experimentais estdao mostradas em (k). Notar que hd uma maior expressao
desta proteina juncional nas fases jovem e adulta da vida animal em relagdo ao feto e recém-nascidos (p<0.05,
entre RN e A e p<0,01 entre F e J e RN e J, ANOVA seguido de Bonferroni, em 5 experimentos com pool de ilhotas
de 4 ratos adultos,8 jovens,20 recém-nascidos e 12 fetos.
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Figura 10. Expressao e localizagao de N-CAM em ilhotas de ratos durante o desenvolvimento

As figuras a-h representam o resultado de imunofluorescéncia para N-CAM, enquanto i-k trazem o resultado de
Western Blot desta proteina. As figuras a-b correspondem a cortes de pancreas de fetos, c-d de recém-nascidos, e-f
de jovens g-h de adultos. A coluna | mostra a reagdao de imunofluorescéncia para a detecgdo de N-CAM, enquanto a
coluna Il, a co-localizagdo de N-CAM e insulina numa ilhota, em n=3 experimentos, com n=1 adulto, n=1 jovem, n=5
recém-nascidos e n=5 fetos por experimento. Barra: 40 um.

Apds a corrida e transferéncia eletroforética as membranas de nitrocelulose foram coradas com Ponceau para
averiguar se as densidades das bandas estavam semelhantes (i). O grau de expressdo da proteina N-CAM foi
avaliado por Western Blot em ilhotas de ratos adultos, jovens, recém-nascidos e fetos (j). As médias + SEM da
densidade dptica das bandas dos grupos experimentais estdo mostradas em (k). Para a analise da quantidade total
da proteina foram levadas em consideragdo todas as bandas presentes no filme, que correspondem a diferentes
isoformas de N-CAM. Notar que ha uma maior expressdo desta proteina em ratos adultos e jovens quando
comparados a ratos recém-nascidos e fetos P<0.05 entre F e A, ANOVA seguido de Bonferroni, em 4 experimentos
com pool de ilhotas com n=4 adultos, n=8 jovens, n=20 recém-nascidos e n=12 fetos.
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Figura 11. Expressao e localizacdao de pan-caderina em ilhotas de ratos durante o desenvolvimento

As figuras a-h representam o resultado de imunofluorescéncia para Pan-caderina, enquanto i-k trazem o resultado
de Western Blot desta proteina. As figuras a-b correspondem a cortes de pancreas de fetos, c-d de recém-nascidos,
e-f de jovens g-h de adultos. A coluna | mostra a reacdo de imunofluorescéncia para a detec¢do de pan-caderina,
enquanto a coluna I, a co-localizagdo de pan-caderina e insulina numa ilhota em n=5 experimentos, com n=1
adulto, n=1 jovem, n=5 recém-nascidos e n=5 fetos por experimento. Barra: 40 um.

ApOs a corrida e transferéncia eletroforética, as membranas de nitrocelulose foram coradas com Ponceau para
averiguar se as densidades das bandas estavam semelhantes (i). O grau de expressdo da E-caderina foi avaliado por
Western Blot em ilhotas de ratos adultos, jovens, recém-nascidos e fetos (j). As médias + SEM da densidade dptica
das bandas dos grupos experimentais estdo mostradas em (k). Nenhuma diferenca significativa foi observada entre
os grupos estudados com rela¢do a E-caderina, em 3 experimentos com pool de ilhotas de 4 adultos, 8 jovens, 20
recém-nascidos e 12 fetos.
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Figura 12. Expressao e localizacdao de a-catenina em ilhotas de ratos durante o desenvolvimento

As figuras a-h representam o resultado de imunofluorescéncia para a-catenina, enquanto i-k trazem o resultado de
Western Blot desta proteina. As figuras a-b correspondem a cortes de pancreas de fetos, c-d de recém-nascidos, e-f
de jovens g-h de adultos. A coluna | mostra a reagdo de imunofluorescéncia para a detec¢do de a-catenina,
enquanto a coluna ll, a co-localizagdo de a-catenina e insulina numa ilhota em n=5 experimentos, com n=1 adulto,
n=1 jovem, n=5 recém-nascidos e n=5 fetos por experimento. Barra: 40 um.

Apds a corrida e transferéncia eletroforética, as membranas de nitrocelulose foram coradas com Ponceau para
averiguar se as densidades das bandas estavam semelhantes (i). O grau de expressdo da a-catenina foi avaliado por
Western Blot em ilhotas de ratos adultos, jovens, recém-nascidos e fetos (j). As médias + SEM da densidade dptica
das bandas dos grupos experimentais estdo mostradas em (k). Nenhuma uma diferenca significativa foi observada
entre os grupos estudados, em 3 experimentos com pool de ilhotas de 4 adultos, 8 jovens, 20 recém-nascidos e 12
fetos.
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Figura 13. Expressao e localiza¢cao de B-catenina em ilhotas de ratos durante o desenvolvimento.

As figuras a-h representam o resultado de imunofluorescéncia para B-catenina, enquanto i-k trazem o resultado de
Western Blot desta proteina. As figuras a-b correspondem a cortes de pancreas de fetos, c-d de recém-nascidos, e-f
de jovens g-h de adultos. A coluna | mostra a reacdo de imunofluorescéncia para a deteccdo de B-catenina,
enqguanto a coluna ll, a co-localizagdo de B-catenina e insulina numa ilhota em n=5 experimentos, com n=1 adulto,
n=1 jovem, n=5 recém-nascidos e n=5 fetos por experimento. Barra: 40 um.

ApOds a corrida e transferéncia eletroforética, as membranas de nitrocelulose foram coradas com Ponceau para
averiguar se as densidades das bandas estavam semelhantes (i). O grau de expressao da a-catenina foi avaliado por
Western Blot em ilhotas de ratos adultos, jovens, recém-nascidos e fetos (j). As médias + SEM da densidade dptica
das bandas dos grupos experimentais estdo mostradas em (k). Nenhuma uma diferenca significativa foi observada

entre os grupos estudados, em 6 experimentos com pool de ilhotas de 4 adultos, 8 jovens, 20 recém-nascidos e 12
fetos.
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Capitulo 3 — Distribuigdo e conteudo celular de proteinas juncionais em

ilhotas pancredticas de camundongos pré-diabéticos.

3.1 Introdugdo

A secrecdo de insulina pelas ilhotas pancreaticas depende da acdo sincronizada das
células beta. A biossintese, assim como a secre¢do basal e estimulada de insulina, dependem da
citoarquitetura da ilhota, que é ditada pela expressdo diferencial de moléculas de adesdo (De
Souza et al., 2005).

As juncOes celulares estdo envolvidas em varios processos celulares tais como
diferenciacdo, proliferacdo e homeostase celular em diversos 6rgaos, incluindo o pancreas
enddcrino (Halbleib e Nelson, 2006; Carvell et al., 2007). A importancia da juncdo aderente
nesta glandula enddcrina é evidenciada pela observacdo que a E-caderina é essencial para que
as células beta se organizem em estruturas (ilhotas pancreaticas) durante o desenvolvimento do
pancreas de camundongos (Dahl et al., 1996). A diminuicdo da expressdo da E-caderina resulta
em uma citoarquitetura anormal das ilhotas pancreaticas e redugdo da secrecdo de insulina
(Yamagata et al., 2002). Semelhantemente, observou-se que, em cultura de uma linhagem de
célula beta, a MING, a regulacdo da expressdo de E-caderina também leva a alteracbes na
secrecdo insulina (Lilla et al.,, 2003). Em adicdo, tem sido observado que o aumento da
expressdo de a- e P-cateninas, proteinas também associadas a juncdo aderente, estd
relacionado com o processo de maturacdo in vitro da maquinaria secretora de insulina
observada em cultura de ilhotas pancredticas de ratos recém-nascidos (Collares-Buzato et al.
2004). Esses dados reforcam a idéia da importancia do papel da juncdo aderente no
desenvolvimento da ilhota pancredatica bem como na resposta das células beta a glicose.

Pouco se conhece, entretanto, a respeito da expressdo e localizagdo das proteinas
associadas as juncdes celulares em casos de disfuncdo do pancreas enddcrino de roedores,
como na diabetes melito do tipo 2. Camundongos da linhagem C57BL/6 alimentados com ragdo
com alto teor de lipidios tém sido utilizados como modelo de diabetes melito ndo dependente
de insulina (tipo 2) (Shafrir et al., 1999; Winzell e Ahren, 2004; Surwitt et al., 1988; De Souza et

al., 2005). Apds a administracdo de dieta hiperlipidica por um periodo que varia de
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relativamente curto a prolongado (de algumas semanas a meses) estes animais desenvolvem
uma moderada hiperglicemia (jejum e pds-prandial) e hiperinsulinemia, associada a um quadro
de intolerancia a glicose e resisténcia periférica a insulina o que caracteriza os estagios iniciais
diabetes tipo 2 (Bjorntorp, 1988; Surwit et al., 1988).

Esta etapa da dissertacdo teve como objetivos: 1) fazer uma caracterizacdo metabdlica
do animal e morfoldgica do pancreas enddcrino no modelo de diabetes tipo 2, e 2) investigar a
distribuicdo celular e conteldo juncional de proteinas associadas as juncdes de oclusdo e de
adesdo no pancreas endocrino de camundongos C57 submetidos a dieta hiperlipidica por um

periodo prolongado de oito meses.

3.2. Materiais e Métodos
3.2.1. Animais

Foram utilizados camundongos C57BL/6 fornecidos pelo Centro de Bioterismo da
UNICAMP (Campinas, SP), que foram mantidos em condi¢Bes controladas de temperatura e
ciclo claro-escuro (de 12h) e alimentados com racdo e agua ad libitum até o momento da
experimentagao.

Os experimentos deste projeto foram aprovados pela Comissdo de Etica na Experimental

Animal da instituicdo (CEEA-IB-UNICAMP), sob protocolo n.2 987-1.

3.2.2. Dieta hiperlipidica

Os camundongos com 6 a 8 semanas de vida foram colocados em dieta com uma ragao
preparada com alto teor de lipideos (21% em peso) por 240 dias (8 meses). Os camundongos
controles receberam uma dieta com conteddo normal de lipideo (4.5% em peso; ragao padrao
em pod: Nuvital CR-1, Colombo, PR) pelo mesmo periodo de tempo. A composicao das racoes
estda mostrada na Tabela 3.1. Na racdo hiperlipidica, o conteudo de sais minerais e vitaminas é&,

aproximadamente, o mesmo da ragao padrao.
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Tabela 3.1: Composigdo das ragdes.

Componentes Ragao LETE o]
g% ~ Padréo Hiperlipidica
Proteinas 22,0 20,0
Carboidratos 53,0 50
Lipideos 4,5 21
Outros* 20,5 8
kcal / Gm 2,9 4,7

* Fibras, vitaminas e sais minerais

3.2.3. Avaliagdo metabdlica do modelo de diabetes tipo 2
+* Peso e glicemia

Foram avaliados os seguintes parametros nos animais controles e submetidos a dieta
hiperlipidica: peso inicial e final (apds dieta) e glicemia em jejum (pré- e pds-dieta). A glicemia
foi medida com o auxilio de um glicosimetro (Accu-Chek Advantage, Roche Diagnostic, Suica)
em amostras de sangue coletadas pela via caudal.

A pesagem dos animais e coleta de sangue para as analises descritas foram feitas no

periodo entre 8 e 10h da manha.

+» Concentragao plasmatica de insulina
A fungdo secretora geral de insulina do pancreas foi avaliada nos camundongos,
determinando-se a concentragdo plasmatica de insulina nos animais controle e os alimentados
com dieta hiperlipidica. Aliquotas de sangue da veia cervical foram coletadas em capilares
heparinizados e, apds centrifugacdo, as amostras de plasma foram estocadas a —20°C até a

dosagem da insulina por radioimunoensaio, como descrito no capitulo 2, se¢ao 2.2.7.

3.2.4. Avaliacao morfoldgica do pancreas enddcrino
++ Histologia do pancreas
A andlise do aspecto histoldogico do pancreas enddcrino dos animais dos diferentes
grupos experimentais (n= minimo 4 animais por grupo experimental) foi feita utilizando-se
técnica histoldgica de rotina. Para tal, os animais foram sacrificados em camara de CO,, seguida

de decapitacdo e retirada dos pancreas, que foram pesados e fixados em formalina
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(formaldeido 3,7% diluido em tamp3do fosfato-salina) durante 24 h. Apds fixagdo, cada pancreas
foi seccionado em 5 fragmentos (1, correspondendo a cabeca e 5 a regido da cauda). Em
seguida, cada fragmento foi processado pelas técnicas rotineiras de embebicdo em parafina
(Histosec pastilhas, Merck). Foram obtidas sec¢des semi-seriadas de 5 um (com espagcamento de
100 um entre cortes) até esgotamento total do bloco. As laminas obtidas e selecionadas foram

coradas com Hematoxilina-Eosina.

¢ Imunolocalizagdo das proteinas juncionais no pancreas enddcrino

A localizacdo celular das proteinas associadas a juncdo de oclusdo (Z0-1) e a jungao
aderente (E-caderina, a-, B-cateninas) em cortes de ilhotas pancreaticas foi feita por meio de
imunofluorescéncia indireta, como descrita por Collares-Buzato e colaboradores (2004).
Resumidamente, os pancreas retirados dos animais controles e tratados com dieta hiperlipidica
foram congelados em n-hexano com nitrogénio liquido. Os cortes histolégicos dos materiais,
obtidos por criostato a —25°C, foram aderidos em laminas tratadas previamente com solucdo de
3-aminopropiltrietoxisilano (Sigma), para a adesdo dos cortes as laminas, fixados durante 8 min
com paraformaldeido 8%, em PBS (para avaliar a distribuicdo de B-catenina) ou durante 3
minutos com acetona a -20°C (para as demais proteinas) e permeabilizados com solucdo de
Triton X-100 (0,1%) durante 5 min (somente quando da fixacdo com paraformaldeido).

Posteriormente, os cortes histoldgicos foram incubados com tampao Tris-salina (TBS;
Trisma base 0,01 M, NaCl 0,15 M) contendo 5% de leite desnatado em pé durante 1 hora a
temperatura ambiente e entdo, incubados com anticorpo monoclonal especifico em 3% de leite
desnatado em TBS (diluicdes na Tabela 3.2) durante 12-16h a 4°C, nas laminas fixadas com
paraformaldeido, ou 2 horas a temperatura ambiente, nas laminas fixadas com acetona. Em
seguida, os cortes foram incubados durante 2 horas com anticorpo secundario especifico
conjugado com fluoresceina (Tabela 3.2).

Foi feita também uma marcacdo para insulina. Para tal, apds a incubacdo dos anticorpos
primarios especificos e seus respectivos secundarios, conjugados com fluoresceina, foi feita uma
incubacdo adicional durante 1h e 30min com anticorpo policlonal anti-insulina (Dako, diluicdo

1:100). Apds este periodo, os cortes foram lavados em TBS e incubados durante 2h a
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temperatura ambiente com o anticorpo secundario policlonal especifico conjugado com
rodamina (Sigma, diluicdo 1:125 em TBS com 1% de leite desnatado).

Por fim, as laminas foram montadas com meio de montagem (Vectashield, Vector) e a
localizacdo da fluorescéncia no espécime detectada por um microscépio de varredura confocal a
laser (Zeiss LSM 510, UNICAMP) e/ou por microscopio de fluorescéncia (Nikon Eclipse E-800)

acoplado a um sistema de captura de imagens.

Tabela 3.2: Dilui¢Ges e fabricantes dos anticorpos primarios monoclonais utilizados para a detec¢do das
proteinas juncionais por meio da técnica de imunofluorescéncia indireta.

Anticorpo Fabricante Animal Diluigdao Diluigao
Primario Produzido primario secundario
Ocludina Zymed Camundongo 1:50 1:350

Z0-1 Zymed Coelho 1:200 1:200
E-caderina Sigma Rato 1:400 1:150
Alfa-catenina Sigma Coelho 1:1000 1:800
Beta-catenina Zymed Camundongo 1:200 1:800

3.2.5. Avaliagdo do grau de marcacao por fluorescéncia

As imagens obtidas de cada reacdo foram analisadas utilizamos o software Image J
(http://rsbweb.nih.gov/ij/) para se determinar o grau de marcacdo da fluorescéncia para
determinada proteina juncional na ilhota. Para esta analise, a incubacao das |laminas dos grupos
experimentais foi feita simultaneamente, provenientes da mesma solucdo. Além disso, a
captura das imagens foi realizada na mesma sessdo de observacdo e mantidos os parametros
utilizados para a captura das imagens em todas as laminas analisadas. Os valores foram

expressos como densidade integrada de pixels em relacdo a area da ilhota.

3.2.6. Analise Estatistica

A significancia estatistica entre dois grupos experimentais foi determinada usando-se o
teste t-Student. Para multiplas comparagdes, foi utilizado ANOVA (andlise de variancia) seguido
do teste de Bonferroni para comparar determinados pares de grupos. O nivel de significancia

adotado foi de P<0,05.
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3.3. Resultados e Discussao
3.3.1. Caracterizagdo metabdlica dos animais e analise morfoldgica das ilhotas pancreaticas

Como mostrado na figura 14, animais de ambos os grupos aumentaram de peso
significativamente até os quatro meses do inicio da dieta, caracterizando o crescimento do
animal; no entanto, o grupo alimentado com a dieta hiperlipidica apresentou um maior ganho
no peso corpoéreo, ao longo de todo periodo analisado, em relagdo ao grupo controle (P<0.001).
Ao final do periodo de dieta (8 meses), os animais submetidos a dieta hiperlipidica
apresentaram um ganho de peso 70% maior (P<0.001) em relagdo ao grupo controle.

Ao avaliar a glicemia em jejum ap0ds a dieta, observou-se que o grupo controle manteve
uma glicemia em jejum abaixo de 100 mg/dL, caracterizando um estado normal de
concentracdo de glicose no sangue. Entretanto, o grupo alimentado com dieta hiperlipidica
apresentou uma glicemia de 130 mg/dL, em média, caracterizando uma moderada
hiperglicemia destes animais. O grafico comparativo da glicemia dos grupos controle e
submetido a dieta é mostrado na figura 15.

A figura 16 mostra os resultados da concentracdo plasmatica de insulina, determinada
por radioimunoensaio, em camundongos controle e submetidos a dieta hiperlipidica. No grupo
dos animais alimentados com dieta hiperlipidica houve aumento de 212,79% na concentragao
de insulina plasmatica em comparag¢dao com o grupo mantido em dieta normal (P=0,0042).

A figura 17 apresenta o aspecto morfoldgico das ilhotas de camundongos dos grupos
controle e submetido a dieta hiperlipidica. Em ambos os grupos de animais, as ilhotas
pancreaticas apresentam-se como estruturas ovaladas ou arredondadas. As células enddcrinas,
gue constituem essa ilhota, estdo dispostas em cordGes anastomosantes entremeados por uma
rica rede de capilares sanguineos. Nao se observou diferencas significativas na morfologia das
ilhotas do grupo controle em relacdo ao grupo tratado. Entretanto, notou-se que as ilhotas
pancreaticas dos animais alimentados com dieta hiperlipidica apresentam, em geral, um
tamanho maior quando comparadas as ilhotas do grupo controle.

Sabe-se que a patogénese da diabetes melito tipo 2 envolve, inicialmente, um quadro de
resisténcia periférica a insulina, seguida de uma disfungao da secrecdo de hormodnios

(particularmente da insulina), e a proliferacdo de células beta das ilhotas pancreaticas a partir
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de células progenitoras oriundas dos ductos e de ilhotas pré-existentes, resultando em
hiperglicemia moderada e hiperinsulinemia no periodo inicial da doenca (Bonner-Weir, 2001;
Sone e Kagawa, 2005; Okada et al., 2007). Posteriormente, tem-se a exaustdo funcional das
células beta, levando a morte celular e redugdo total da secre¢do de insulina nos estagios mais
avancados da doenca (Butler et al., 2003; Weir et al., 2001).

Existem varios modelos animais de diabetes tipo 2 envolvendo a administracdo de
drogas, dietas especiais ou mesmo animais transgénicos (revisado por Larsen, 2009). O modelo
do presente trabalho, empregando camundongos C57 alimentados com dieta hiperlipidica, tem
sido utilizado amplamente para estudar a patogénese da ateroesclerose associada a resisténcia
periféria a insulina, a diabetes melito ndo dependente de insulina (tipo 2) e a obesidade
(Schreyer et al., 2002; Winzell e Ahren, 2004; De Souza, 2005; Drolet et al., 2006). Entretanto, a
repercussao na funcao pancreatica enddcrina da ingestdo de racdo com alto teor de lipidios tem
sido menos investigada e os resultados relatados sdo inconsistentes (Ahren et al., 1997).

Sone e Kagawa (2004) demonstraram que camundongos machos alimentados com racao
hiperlipidica por 4 meses apresentaram hiperinsulinemia e hiperglicemia associados com um
umento da massa relativa de célula beta e da ilhota. Apds estabelecimento da diabetes
(caracterizada por hiperglicemia ndo associada com uma hiperinsulinemia) com 12 meses de
dieta, os animais apresentaram uma diminuicdo significativa da massa de célula beta. Ahren et
al. (1997), por sua vez, observaram nenhuma alteracdo significativa da morfologia geral e da
area da ilhota de camundongos fémeas submetidos a racdo hiperlipidica por 3 meses. Tais
discrepancias podem ser resultantes de diferencas no sexo do animal, composicdo e tempo de
alimentacdo com a ragdo.

Neste trabalho, observamos que camundongos C57, machos, alimentados com dieta
com alto teor de lipidios (21% em peso) por 8 meses desde a fase juvenil, apresentam
alteragdes metabdlicas tipicas da primeira fase da diabetes tipo 2 (conhecida como estado de
pré-diabetes), como hiperglicemia moderada e hiperinsulinemia. Portanto, este modelo
parece-nos apropriado para se investigar os mecanismos envolvidos nos eventos iniciais que
resultam na diabetes tipo 2, incluindo o papel das juncdes intercelulares e de suas proteinas

integrantes.
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3.3.2. Distribuicao celular de proteinas associadas as jungdes intercelulares nas ilhotas
pancreaticas dos animais pré-diabéticos.

Numa segunda etapa desta dissertagao, avaliamos neste modelo animal de pré-diabetes
a distribuicdo e conteudo celular das seguintes proteinas juncionais: ZO-1, associada a juncdo de
oclusdo, alfa- e beta- cateninas e E-caderina associadas a jun¢do aderente nas ilhotas
pancreaticas.

A dupla imunofluorescéncia para ZO-1 e insulina mostrou um padrdao de marcagao em
linhas pontilhadas ao redor das células enddcrinas, incluindo as células beta, bem como uma
marcacao em linha que corresponde, provavelmente, a parede de capilares no interior das
ilhotas (Figura 18). Nao observamos diferengas pronunciadas na distribui¢do celular da ZO-1 nas
ilhotas dos grupos estudados ou no grau de fluorescéncia desta proteina (Figuras 18 e 19).

A Z0O-1 é uma das proteinas associadas a juncdo de oclusdo e tem a funcdo bem
estabelecida em epitélios de revestimento, onde participa da organiza¢do estrutural e funcional
desta juncdo (Hartsock e Nelson, 2008; Fanning e Anderson 2009). A expressdo desta proteina
por células enddcrinas das ilhotas pancreaticas foi primeiramente descrita por Collares-Buzato e
colaboradores (2004). Nesta dissertacdo sugerimos, com base nos dados de imunocitoquimica e
Western Blot, que a ZO-1 participa do processo de maturacdo do pancreas enddcrino durante o
desenvolvimento do animal. Entretanto, o papel desempenhado por esta proteina na fisiologia
da célula beta pancredtica e sua possivel participacdo na patogénese do diabetes tipo 2 requer
futuras investigacoes.

Numa etapa posterior, fomos investigar a expressdo de proteinas associadas a juncao
aderente e ao citoesqueleto nas ilhotas dos animais pré-diabéticos. Quando avaliamos, por
imuno-histoquimica, a distribuicdo celular da molécula de adesdo, E-caderina, notamos um
aumento significativo no conteudo intercelular desta proteina no grupo tratado com a dieta
hiperlipidica em relagao ao grupo controle, como mostrado na figura 24. Essa observagao foi
confirmada pela quantificacdo do grau de fluorescéncia nas imagens de ilhotas, imunomarcadas
para E-caderina, de ambos os grupos experimentais (Figura 25).

Sabe-se que a funcdo adesiva da E-caderina depende da sua associacdo com

microfilamentos de actina mediada por um complexo protéico formado pelas cateninas (alfa-,
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beta- e gama-catenina, e p120) (Aberle et al., 1996; Lewis et al., 1997; Miravet et al., 2003;
Perez-Moreno et al., 2003; Yin e Green, 2004). A imunoreacdo para as proteinas alfa-catenina
(figura 20) e beta-catenina (Figura 21) revelou uma marcacdo intercelular forte e bem definida
nas células enddcrinas pancreaticas, com leve marcacdo citoplasmatica em ambos os grupos
experimentais. Entretanto, nenhuma diferenca com relagdao a distribuicdo e ao grau de
fluorescéncia para essas proteinas associadas a juncao aderente foi observada nas ilhotas entre
o grupo controle e o pré-diabético (Figuras 21 e 23).

Contudo, ao observarmos a distribuicdo de F-actina, proteina associada ao
citoesqueleto, notamos uma marcacdo intercelular mais definida nas células da ilhota
pancredtica de camundongos pré-diabéticos em comparagao com os animais controles (Figura
27), semelhantemente ao observado com a E-caderina.

Ha evidéncias mostrando que a E-caderina ndo somente desempenha um papel no
desenvolvimento/organizacdo estrutural do pancreas enddcrino, mas também na fisiologia da
célula beta regulando a secrecdo de insulina estimulada pela glicose (Halban et al., 1982;
Hopcroft et al., 1985; Pipeleers et al., 1985; Hauge Evans et al., 1999). A inibicdo da expressado
de E-caderina em células beta em condig¢des in vivo e in vitro resulta em diminuicdo da secrecdao
estimulada de insulina (Rogers et al 2007, Yamagata et al. 2002). Ainda, tem sido demonstrado
gue a expressdo génica de E-caderina estd reduzida nas ilhotas de camundongos heterozigotos
com mutacdo nos genes que codificam Pdx-1 e Hnf (fator nuclear do hepatdcito)-3 beta e Hnf-1
alfa, os quais apresentam um comprometimento da citoarquitetura da ilhota pancredtica e da
secrecdo estimulada de insulina (Shih et al. 2002).

O efeito da E-caderina sobre a secre¢do de insulina estimulada pela glicose foi mais
diretamente investigado por Rogers e colaboradores (2007) que, adicionando anticorpos anti-E-
caderina a cultura de linhagem de células beta MIN6, demonstraram que a entrada e saida de
Ca* é prejudicada, com conseqiiente prejuizo a secregdo de insulina. Neste mesmo trabalho,
demonstraram, ainda, que a imuno-neutralizacdo desta caderina impede a transferéncia do
corante Lucifer yellow entre as células da ilhota, semelhantemente ao observado no bloqueio
das jungdes comunicantes com heptanol, comprovando a associacdo das caderinas com as

juncdes comunicantes.
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Jaques e colaboradores (2008) mostraram que a inibicdo da expressao de E-caderina, por
meio do uso de RNA de interferéncia, ndo alterou a taxa de secrecdo de insulina de células
MING6 dispersas, mas levou a uma diminuicdo significativa na secrecdo estimulada por glicose
em células confluentes. No entanto, ndo puderam afirmar se a E-caderina age de forma direta,
promovendo a secregdo estimulada de insulina, ou se a perda desta proteina leva a disfungdo de
outras proteinas envolvidas no processo de secrecao.

Potencialmente, a E-caderina pode afetar a secregdo de insulina influenciando a adesao
intercelular e citoarquitetura na ilhota (Shimoyama et al., 1992; Dahl et al., 1996; Yamagata et
al., 2002), o grau de proliferacdo da célula beta (Carvell et al., 2007), a dindmica de entrada de
calcio no citoplasma da célula beta (Rouiller et al., 1991; Rogers et al., 2007; Jaques et al.,
2008), a funcdo das jungBes comunicantes (Calabrese et al.,, 2004; Rogers et al. 2007) e os
eventos de sinalizagdo intracelular envolvidos no processo de secre¢dao (Hauge Evans et al.,
1999; Jaques et al., 2008). No momento, nds ndo sabemos de que forma a E-caderina
participaria da patogénese da diabetes tipo 2 no nosso modelo animal. Levando-se em
consideracdo que a associacdo com o citoesqueleto é crucial para que a E-caderina desempenhe
as suas funcoes (Yap et al., 1997) e que o citoesqueleto participa diretamente do processo
secretdrio de insulina (Hauge-Evans et al. 1999; Jaques et al,. 2008), é plausivel sugerir que
ambos, a E-caderina e os microfilamentos, de algum modo, desempenhem um papel no
processo da diabetes tipo 2. Os nossos dados de imuno-histoquimica e marcagao com faloidina
corroboram essa hipotese.

E sabido que na fase inicial dessa doenca, caracterizada por um quadro de resisténcia
periférica a insulina, as ilhotas pancreaticas usualmente respondem aumentando a secrec¢do de
insulina para manter uma normoglicemia, um fendmeno conhecido como processo
compensatorio da célula beta (Nolan et al., 2006a, 2006b; Prentki & Nolan, 2006). Os
mecanismos envolvidos ndo sdo totalmente conhecidos, mas estudos em roedores apontam
gue tanto a expansdo da massa de células beta (Montanya et al. 2000; Rhodes, 2005;
Ackermann & Gannon 2007) como o aumento da funcdo secretora deste tipo celular (Unger,

1995) sdo eventos importantes. Teoricamente, a E-caderina poderia intervir em ambos os
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processos, como descrito anteriormente. Estudos futuros, entretanto, sdo necessarios para

investigar o papel da E-caderina e do citoesqueleto na patogénese da diabetes tipo 2.

3.5. Figuras do Capitulo
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Figura 14. Peso corporeo dos camundongos controle (alimentados com ragdao padrdo) e tratado
(alimentados com dieta hiperlipidica, dHL)
Os animais de ambos os grupos ganharam peso ao longo dos 8 meses de dieta. Ao longo de todo periodo analisado,
o peso do grupo alimentado com a dHL é significativamente maior que o do grupo controle. ANOVA seguido de
Bonferroni entre grupo controle e tratado ponto a ponto na escala do tempo, representando *** P<0.001, com n=
14 no grupo tratado e n=16 no grupo controle.
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Figura 15. Glicemia de jejum em camundongos controle (alimentados com ragdo padrao) e submetidos
a dieta hiperlipidica (dHL).

Ambos os grupos apresentam a glicemia de jejum em niveis normais no comeco do experimento. Apds o periodo
de dieta, o grupo controle continua normoglicémico, enquanto o grupo alimentado com a dieta hiperlipidica
apresenta hiperglicemia. ANOVA seguido de Bonferroni entre grupo controle e tratado ponto a ponto na escala do
tempo, representando *** P<0.001, com n= 14 no grupo tratado e n=16 no grupo controle.



69

w
]
*

N
'l

-
(]

Conc. de Insulina (ng/mL.ilhota)

o

Con;role Diet'a HL

Figura 16. Concentragdo plasmatica de insulina de camundongos controle (alimentados com ragao
padrdo) e submetidos a dieta hiperlipidica.

A concentragdo plasmatica de insulina foi determinada por radioimunoensaio. Apds o periodo de ingestdo de dieta
hiperlipidica, nota-se que a concentragado plasmatica de insulina é significativamente maior nos animais submetidos
a dieta hiperlipidica em comparag&o aos animais controle. Teste t com * p = 0,0483, com n= 14 no grupo tratado e
n=15 no grupo controle.
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Figura 17. Aspecto morfolégico de ilhotas pancreaticas de camundongos controle (alimentados com
ragdo padrao) e submetidos a dieta hiperlipidica.

Em A, tem-se uma ilhota de um animal do grupo controle (alimentado com dieta regular) e em B uma ilhota do
grupo alimentado com dieta hiperlipidica por 8 meses. Ndo se observa diferenga morfoldgica do pancreas
enddcrino de animais que ingeriram a dieta hiperlipidica, entretanto, nota-se uma hiperplasia das ilhotas desses
animais. Barra: 15um.
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Figura 18. Imunofluorescéncia para ZO-1 e insulina em ilhotas de camundongos controles e pré-
diabéticos

As imagens a-b correspondem a cortes de ilhotas de camundongo controle e c-d a de camundongo pré-diabéticos.
Em a e ¢, temos a rea¢do de imunofluorescéncia para a detecgdo de ZO-1, enquanto em b e d a co-localizagdo de
Z0-1 e insulina. Nota-se uma marcagdo em forma de linhas pontilhadas no interior da ilhota, assim como uma
marcacdo de capilares no pancreas exdcrino. N=6 experimentos independentes, com n=9 animais no controle e
com n=10 animais no tratado. Barra: 20um.
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Figura 19. Quantificagdao da fluorescéncia de ZO-1 no modelo de pré-diabetes.

A densidade de pixels no interior das ilhotas foi feita levando em relagdo a area da ilhota. Os valores da densidade
de pixels para cada grupo experimental foram plotados em grafico para melhor comparagao entre os grupos. Nao
observamos diferengas no grau de marcagdo para ZO-1 entre os grupos estudados. O grafico apresentado é
representativo de n=7 animais no controle e n=8 animais no tratado.
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Figura 20. Imunofluorescéncia para a-catenina em ilhotas de camundongos controles e pré-diabéticos.
As imagens a-b correspondem a cortes de ilhotas de camundongo controle e c-d a de camundongo pré-diabéticos
apos a dieta hiperlipidica por 8 meses. Em a e ¢, temos a reacdo de imunofluorescéncia para a detec¢do de a-
catenina, enquanto em b e d a co-localizacdo de a-catenina e insulina. Nota-se uma marcacao nitida na regido de
contato celular das células beta de ambos os grupos. N=5 experimentos, com n=5 animais no controle e n=5
animais no tratado. Barra: 20 um.
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Figura 21. Quantificagdo da fluorescéncia de a-catenina no modelo de pré-diabetes.

A densidade de pixels no interior das ilhotas foi feita levando em relagdo a area da ilhota. Os valores da densidade
de pixels para cada grupo experimental foram plotados em grafico para melhor comparagao entre os grupos. Nao
observamos diferengas no grau de marcagao para a-catenina entre os grupos estudados. O grafico apresentado é
representativo de n=5 animais no controle e n=5 animais no tratado.
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Figura 22. Imunofluorescéncia para B-catenina em ilhotas em ilhotas de camundongos controles e pré-
diabéticos.

As imagens a-b correspondem a cortes de ilhotas de camundongo controle e c-d de camundongo pré-diabéticos
apods a dieta hiperlipidica por 8 meses. Em a e ¢, temos a reagdo de imunofluorescéncia para a detecgdo de B-
catenina, enquanto em b e d a co-localizagdo de B-catenina e insulina. Nota-se uma marcagdo precisa na regido de
contato celular em ambos os grupos. N=6 experimentos, com n=6 animais no grupo controle e n=6 no grupo
tratado.
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Figura 23. Quantificagdo da fluorescéncia de B-catenina no modelo de pré-diabetes.

A densidade de pixels no interior das ilhotas foi feita levando em relagdo a area da ilhota. Os valores da densidade
de pixels para cada grupo experimental foram plotados em grafico para melhor comparagao entre os grupos. Nao
observamos diferencas no grau de marcacgdo para B-catenina entre os grupos estudados. n=5 animais no controle e
n=5 animais no tratado.



77

Figura 24. Imunofluorescéncia para E-caderina em ilhotas de camundongos controles e pré-diabéticos
As imagens a-b correspondem a cortes de ilhotas de camundongo controle e c-d a de camundongo pré-diabéticos
apos a dieta hiperlipidica por 8 meses. Em a e ¢, temos a reacdo de imunofluorescéncia para a deteccdo de E-
caderina, enquanto em b e d a co-localizagdo de E-caderina e insulina. Nota-se uma marcac¢do precisa na regido de
contato celular em ambos os grupos. Esta imunoreagdo revela uma marcagdo intercelular mais definida nas células
enddcrinas do grupo tratado que no grupo controle. n=3 experimentos, com n=3 no grupo controle e n=3 no grupo
tratado.
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Figura 25. Quantificagdo da fluorescéncia de E-Caderina no modelo de pré-diabetes.

A densidade de pixels no interior das ilhotas foi feita levando em relagdo a area da ilhota. Os valores da densidade
de pixels para cada grupo experimental foram plotados em grafico para melhor comparagdo entre os grupos.
Corroborando o resultado obtido pela imunofluorescéncia, observamos um aumento da expressao de E-caderina
nas ilhotas do grupo alimentado com a dita hiperlipidica, indicando um possivel envolvimento desta proteina de
adesdo celular na manutencdo da organizacdo tecidual e. O grafico apresentado é representativo de n=5 no
controle e n=6 no tratado. ** p=0,0058.
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Figura 26. Distribuicdo de F-actina em ilhotas de camundongos controles e pré-diabéticos.

A imagem a corresponde a corte de ilhota de camundongo controle e b a de camundongo pré-diabéticos, apds a
dieta hiperlipidica por 8 meses, mostrando a distribuicdo de F-actina, como revelada por faloidina conjugada com
rodamina. Microfilamentos de F-actina se concentram na regido de contato intercelular. Essa marcagao intercelular
parece mais definida das células enddcrinas pancreaticas do grupo pré-diabético em relagdo ao controle. As ilhotas
foram circundadas para melhor visualizagcdo. Em a (1), detalhe da marcacdo intercelular no grupo controle e em b
(1) no grupo pré-diabético.
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Capitulo 4 — Conclusoes

Conclusées do capitulo 2 - Papel do contato intercelular mediado pelas jungdes
de oclusdo e aderente no processo de matura¢do da célula beta durante o
desenvolvimento

X8 Em comparacdo as ilhotas de ratos jovens e adultos, as de fetos e recém-nascidos
mostraram uma secregao estimulada de insulina significativamente menor. As caracteristicas
morfoldgicas gerais do pancreas enddcrino encontradas nos fetos e recém-nascidos refletem a
imaturidade funcional deste drgdo nas fases iniciais do desenvolvimento.

X8 As interacOes intercelulares parecem ser importantes na resposta secretéria de insulina
frente ao estimulo de glicose. Na auséncia de contato intercelular, quando as células das ilhotas
de adultos foram dispersas, essa resposta secretora de insulina foi completamente inibida,
porém parcialmente restabelecida quando as células foram reagregadas. O impacto da auséncia
de contatos intercelulares sobre a resposta secretora de insulina a glicose foi consideravelmente

menor no caso das ilhotas ratos recém-nascidos.

X/

< A expressdo diferencial de N-CAM e de caderinas observada entre as células beta e ndo
beta das ilhotas indicam um envolvimento destas proteinas juncionais na organizacdo e

manutencdo da arquitetura das ilhotas pancreaticas durante o desenvolvimento animal.

X8 O menor conteudo de Z0O-1, alfa e beta-cateninas na regido de contato celular das
células beta observada nas ilhotas em pancreas de feto e recém-nascido pode indicar uma
menor interacdo/adesdo celular, que por sua vez pode estar relacionada com a resposta

secretora deficitaria de insulina das ilhotas pancreaticas verificada na fase perinatal.
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Conclusées do capitulo 3 - Expressdo e distribuicdo celular de proteinas

juncionais em ilhotas pancredticas de camundongos pré-diabéticos

X8 Camundongos C57 alimentados com dieta hiperlipidica por um periodo prolongado (8
meses) apresentaram alteracGes metabdlicas caracteristicas da fase de pré-diabetes, como

hiperglicemia e hiperinsulinemia;

X8 N3o observamos diferencas morfoldgicas significativas nas ilhotas pancreaticas entre os

grupos estudados;

<& Com relacdo a localizagdo das proteinas juncionais, observou-se, no caso da imuno-
histoquimica para ZO-1, uma marca¢do pontilhada na regido de contato entre as células
enddcrinas. A imunoreagao para E-caderina e cateninas e a reagdao com faloidina para F-actina
revelaram uma marcacdo continua na regido de contato intercelular. Ndo foram observadas
diferencas marcantes entre os grupos quanto a imunolocalizacdo da ZO-1 e cateninas.
Entretanto, a expressdo juncional de E-caderina e F-actina foi maior nas células enddcrinas das

ilhotas do grupo tratado em relagdo ao controle;

X Os nossos dados sugerem que os contatos intercelulares mediados pelas jungdes
aderente e de oclusdo (e suas proteinas) devem desempenhar um papel importante no
processo de maturacdo do pancreas do enddcrino durante o desenvolvimento e na patogénese

da diabetes do tipo 2.
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